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1 Einleitung und Zielstellung
Während der Herstellung, Erhitzung und Lagerung von Lebensmitteln bzw. Lebensmittel-
Rohstoffen laufen an Proteinen vielfältige chemische Umsetzungen ab. Von zentraler Be-
deutung sind dabei die komplexen Reaktionen zwischen reduzirenden Kohlenhydraten
und freien Aminogruppen, Aminosäuren und Proteinen (Maillard-Reaktion). Unter diesem
Reaktionskomplex werden allgemein nichtenzymatische Glykos lierungs- und Quervernet-
zungsreaktionen zusammengefasst. Während über die strukturellen Veränderungen und die
daraus resultierenden physikalischen Konsequenzen im Falle der enzymatischen Protein-
modifizierung (z. B. durch Einsatz von Transglutaminase) relativ viel bekannt ist, sind nich-
tenzymatische Proteinveränderungen hinsichtlich ihrer funktionellen Auswirkungen bislang
nur unzureichend untersucht.
Eine gezielte Modifizierung kann die Möglichkeit bieten, kostengünstig funktionalisierte
Proteine zu erhalten. Perspektivisch ist durch diese Funktionalisierung eine optimierte Ver-
wendung des Rohstoffs Protein als strukturbestimmender Lebensmittelinhaltsstoff möglich.
Vor dem Hintergrund dieser Anwendungsaspekte ist aus sowohl lebensmittelchemischer als
auch lebenmitteltechnologischer Sicht eine umfassende Grundlagenforschung zur Klärung
der molekularen Veränderungen und der daraus resultierendn funktionellen Konsequen-
zen notwendig. Die durch Glykosylierungsreaktionen eintrtenden Veränderungen an den
Milchproteinen sind stark mit Änderungen ihrer funktionellen Eigenschaften, wie z. B. Lös-
lichkeit, Fettbindevermögen, Wasserbindevermögen, pH-Stabilität, Hitzestabilität, Gelbil-
dung, Adsorption an Grenzflächen sowie Schäumungs- und Emulgiervermögen, verbunden.
Systematische Studien, insbesondere zur Beurteilung des Eff ktes technologisch relevanter
Glykosylierungsgrade auf die Proteinfunktionalität, stehen jedoch aus.
Ziel dieser Arbeit war es deshalb, gezielt in kommerziell erhältlichem Molkenpulver
technologisch relevante Glykosylierungsgrade (im niedrigen bis mittleren Bereich) zu rea-
lisieren und analytisch zu charakterisieren. Anschließend sollten in den Molkenproteinprä-
paraten das Denaturierungsverhalten sowie die funktionellen Eigenschaften (insbesondere
Emulgiereigenschaften) in Abhängigkeit vom Glykosylierungsgrad mit unterschiedlichen
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Methoden bestimmt werden. Der aus praktischer Sicht relevant Einfluss der Glykosylie-
rung auf die sensorischen Eigenschaften wurde einerseits in Molkenproteinlösungen und an-
dererseits in einem komplexen System (Modell-Schmelzkäsezubereitung) erfasst. Schließ-
lich galt es den Einfluss der Glykosylierung auf die Mikrostruk ur und die Festigkeit am
Beispiel der Modell-Schmelzkäsezubereitung zu untersuchen und daraus unmittelbare Kon-
sequenzen für die technologische Praxis abzuleiten.
2 Theoretischer Teil
2.1 Zusammensetzung und Eigenschaften von
Kuhmilch
Milch ist nach § 2, Satz 1 der Milchverordnung „...das durch ein- oder mehrmaliges täg-
liches Melken gewonnene unveränderte Eutersekret von zur Milchgewinnung gehaltenen
Kühen“. Milch, im allgemeinen als Kuhmilch zu verstehen, ist ein polydisperes System,
was bedeutet, dass die Milchinhaltstoffe grobdispers (Lipide), kolloidaldispers (Proteine),
molekulardispers (Kohlenhydrate) sowie im ionogenen Zustand (Mineralsalze) vorliegen.
In der wässrigen Phase der Milch, dem so genannten Serum, sind die Lactose, Vitamine und
Salze gelöst, d. h. molekular verteilt. Darin suspendiert sind die Caseinmizellen sowie se-
parat emulgiert die von einer Proteinmembran umgebenen Fetttröpfchen (Kirchmeier 1987,
Berger et al. 1989).
Die Inhaltsstoffe der Milch mit der Angabe der durchschnittlichen Gehalte sind in der
Tabelle2-1dargestellt.
Die Hauptkomponente des Fettes sind Triglyceride (95 %) nebe Phospholipiden, Chol-
Tab. 2-1: Die Zusammensetzung der Kuhmilch (Berger et al. 1989)
Bestandteil Durchschnittlicher Schwankungsbreite
Gehalt in Milch
(Gew. %) (Gew. %)
Wasser 87,2 85,8 - 88,1
Fett 3,8 3,4 - 6,1
Protein 3,4 2,8 - 4,4
Lactose 4,7 4,5 - 5,0
Asche 0,7 0,6 - 0,8
Minorkomponenten 0,1 -
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esterol, freien Fettsäuren und Diglyceriden. Die Fettkugeln sind im Milchserum dispergiert
und variieren stark in ihrer Größe (0,5 - 10µm) (Schlimme und Buchheim 1995).
Mit einem Gehalt von 4,7 % ist Lactose (4-O-β -D-Galactopyranosyl-D-glucopyranose)
das dominierende Kohlenhydrat der Kuhmilch und hat als Einzelkomponente den höchsten
Anteil an der Trockenmasse der Milch. Die Lactose tritt in zwei verschiedenen Konfigu-
rationen – derα- und derβ -Form – auf (α : β = 1 : 1,55). Neben den Mineralstoffen zählt
Lactose zu den osmotisch wirksamen Substanzen der Milch. Die we teren Kohlenhydrate
der Milch, wie z. B. die Glucose und Galactose, treten nur in Spuren auf (Schlimme und
Buchheim 1995).
Die Asche setzt sich aus anorganischen Salzen zusammen und umfasst Mineralstoffe,
Spurenelemente sowie Citrat. Von ernährungsphysiologischer Bedeutung ist der relativ ho-
he Anteil an Calcium (0,1 - 0,14 %) und Phosphor (0,08 - 0,11 %).Die Mineralstoffe in der
Milch haben eine puffernde und stabilisierende Wirkung aufden kolloiden Zustand der
Milchproteine (Berger et al. 1989, Belitz et al. 2001).
2.2 Milchproteine
Milch enthält eine Vielzahl von Proteinen, die sich in ihrerZusammensetzung und damit
in ihren Eigenschaften unterscheiden. Milchproteine werden analog ihrer Isolierung in zwei
Gruppen – Caseine und Molkenproteine – eingeteilt. Caseine sind Phosphoproteine und
liegen in Form makromolekularer Komplexe, den so genanntenCaseinmizellen vor. Diese
Fraktion lässt sich aufgrund ihrer Struktur durch isoelektrische Fällung bzw. durch Zen-
trifugation von den unter diesen Bedingungen löslichen Proteinen, den Molkenproteinen,
trennen. Das Mengenverhältnis dieser zwei Eiweißgruppen liegt im Mittel bei 82:18 (Ab-
solutanteile in der Milch Caseine: 2,7 % und Molkenproteine:0,6 %) (Kirchmeier 1987,
Mehrens und Reimerdes 1991, Wong et al. 1996).
2.2.1 Caseine
Casein ist die wichtigste Proteinfraktion der Milch und macht einen Anteil von 82 % am
Gesamtprotein aus. Als Caseinfraktion bezeichnet man den bei einem pH-Wert von 4,6 aus-
fällbaren Anteil, welcher in drei Hauptkomponenten (αs-, β - undκ-Casein) unterscheidbar
ist (Wong et al. 1996). Die Komponenten der Caseinfraktion liegen in der Milch zu 95 % in
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kolloidal-disperser Form, als Caseinmizellen vor, die Calciumphosphate enthalten (Kirch-
meier 1987, Wong et al. 1996). Auf Grund eines relativ hohen Anteils der Aminosäure Prolin
und damit des Fehlens einer Tertiärstruktur sind diese Proteine sehr hitzestabil und damit
nicht denaturierbar. Die hohe Flexibilität von Caseinen istzudem durch das Fehlen von
Cystein und Cystin verursacht und damit das Ausbleiben von inter- und intramolekularen
Disulfidbrücken. Diese Proteine zeichnen sich demnach hauptsächlich durch nicht struk-
turell geordnete Bereiche, so genannte Random coils aus. Dieser Aspekt wird vor allem
am Beispiel vonβ -Casein deutlich, welches aus ca. 10 %α-Helix, 13 % β -Faltblatt und
77 % Random coil besteht (Cheftel et al. 1992). Alle Caseine besitzen einen isoelektrischen
Punkt (IP) von etwa 5. Auf Grund ihres hohen Gehaltes an Asparagin- und Glutaminsäure
werden sie deshalb als saure Proteine bezeichnet. Caseine werd n im allgemeinen als sehr
hydrophobe Proteine angesehen, wobei die dafür verantwortlichen Aminosäurereste nicht
statistisch sondern gehäuft auf die Moleküle verteilt sind, d. h. die Caseine weisen stark
hydrophobe Partien gegenüber sehr hydrophilen Teilsequenzen auf (Schlimme et al. 1986,
Cheftel et al. 1992, Wong et al. 1996).
2.2.2 Molkenproteine
Molkenproteine sind globuläre Proteine, zu denen hauptsächlich dasβ -Lactoglobulin (56 %)
und dasα-Lactalbumin (21 %) gehören. Als Minorkomponenten sind desw iteren Serumal-
bumin (7 %), Immunglobuline (14 %) und Lactoferrin (2 %) vertr ten, wobei jedoch auf die
letzten nicht näher eingegangen wird. Im Gegensatz zu den Caseinen enthalten die Molken-
proteine weniger Glutaminsäure und Prolin, was einerseitszur Erhöhung des isoelektrischen
Punktes und andererseits zur Ausbildung ausgeprägter Sekundärstrukturen führt (Schlimme
und Buchheim 1995). Auf Grund von hohen Gehalten anα-Helixstrukturen sowie an den
Aminosäuren Cystein und Cystin sind Molkenproteine hitzekoagulierbar und damit dena-
turierbar. Sie bleiben nach der sauren Ausfällung der Caseine (pH 4,6) in Lösung (Mehrens
und Reimerdes 1991, Schlimme und Buchheim 1995). Die mengenmäßig stärkste Kom-
ponente der Molkenproteinfraktion (2-3 g/l Milch) ist dasβ -Lactoglobulin (β -Lg) mit einer
Sequenz von 162 Aminosäuren und einem stark hydrophoben Charakter (Abb.2-1). Die aus-
geprägte Sekundärstruktur enthält etwa 15 %α-Helix (Dreifach-Windung), 50 %β -Faltblatt
(antiparallel verlaufende Strukturen) und 15-20 %β -Turn sowie ungeordnete Strukturen
(Kirchmeier 1987, Mehrens und Reimerdes 1991, Cheftel et al. 1992, Hambling et al. 1992).
Die verschiedenen genetischen Varianten – im wesentlichendie Varianten A (Molekularge-
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Abb. 2-1: Dasβ -Lactoglobulin Molekül mit antiparallelenβ -Faltblatt-Strukturen (cyan), derα-
Helix (grün) und den ungeordneten Bereichen (grau) sowie den Lysinresten (blau) und
den bei der Bildung der beiden Disulfidbrücken beteiligten Cysteinresten (rot). (Darge-
stellt mit dem Programm RasMol 2.6)
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wicht von 18362 Da) und B (Molekulargewicht von 18276 Da) – unterscheiden sich leicht in
der Primärstruktur (Hambling et al. 1992, Wong et al. 1996). β -Lactoglobulin enthält fünf
Cysteinreste, von denen das Cystein121 mit freier Thiolgruppe (SH-Gruppe) vorliegt und
die anderen (Cys106 und Cys119 sowie Cys66 und Cys160) zwei Disulfidbrücken ausbilden
(siehe Abb.2-1), womit eine stabile räumliche Struktur bewirkt wird (Hambling et al. 1992,
Wong et al. 1996). Die Verteilung der polaren, unpolaren und ionisierbarenReste erfolgt
gleichmäßig entlang des Polypeptidstranges, weshalb die Amphiphilie weniger stark ausge-
prägt ist als beispielweise bei den Caseinen. Durch hydrophobe Reste im Molekülinneren
sind Wechselwirkungen und Assoziationen mit anderen Proteinen begrenzt, wobei jedoch
β -Lactoglobulinmoleküle je nach pH-Wert über hydrophobe Wechselwirkungen polymeri-
sieren können.
In Abhängigkeit von Temperatur und pH-Wert liegt das Protein als Monomer, Dimer oder
Oktamer vor. Bei Raumtemperatur (20◦C) und einem pH-Wert von 7 besteht ein Gleichge-
wicht zwischen der monomeren und der dimeren Form. Bei einem pH-Wert über 8,6 erfolgt
eine irreversible Denaturierung, ebenso beim Erhitzen undin Gegenwart hoher Calcium-
Konzentrationen (Kirchmeier 1987, Wong et al. 1996). Die Thiolgruppe desβ -Lgs, die sich
im Inneren des nativen Moleküls befindet, wird bereits durchpartielle Denaturierung frei-
gelegt und kann zum einen zur Dimerisierung des Proteins über ein Disulfidbrücke füh-
ren oder zum anderen Reaktionen mit weiteren Milchproteineneingehen. Dasβ -Lactoglo-
bulinmolekül enthält 15 Lysinreste, welche in Abhängigkeit von ihrer Position innerhalb
der Raumstruktur unterschiedliche Reaktivität aufweisen und vor allem in der Anfangs-
phase der Maillard Reaktion mit reduzierenden Zuckern reagieren können (Morgan et al.
1997; 1999b). Das Protein ist auch in der Lage, unpolare Substanzen, wieFettsäuren oder
Aromastoffe, zu binden (Hambling et al. 1992, Wong et al. 1996). Es wird angenommen,
dassβ -Lactoglobulin in Milch eine Rolle im Transport von Retinol spielt (Wong et al.
1996).
Dasα-Lactalbumin stellt aus quantitativer Sicht die zweit wicht gste Fraktion der Mol-
kenproteine (ca. 1 g/l Milch) dar. Es liegt in einer Sequenz von 123 Aminosäuren und einem
Molekulargewicht von 14147 Da für die genetische Variante Asowie 14175 Da für die Va-
riante B vor. Das Protein hat eine sehr ausgeprägte räumliche Struktur. Dasα-La enthält
26 %α-Helixelemente und 14 % Faltblattstrukturen. Für die Stabilisierung der Tertiärstruk-
tur sind vier Disulfidbrücken und ein Calcium-Ion verantwortlich (Kirchmeier 1987, Mul-
vihill und Donovan 1987, Wong et al. 1996).
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2.3 Nichtenzymatische Glykosylierung
(Maillard-Reaktion)
Bei der Erhitzung sowie Lagerung von Milchprodukten in Anwesenheit reduzierender Zu-
cker kann es in Abhängigkeit von pH-Wert, aw-Wert und Temperatur des Milieus zur Re-
aktion von Aminogruppen mit der Carbonylgruppe des Zuckermoleküls kommen, der so
genanntenMaillard-Reaktion. Diese Reaktion wurde bereits 1912 vonL uis Camille Mail-
lard beschrieben und nach ihrem Entdecker benannt (Maillard 1912). Der auch als nich-
tenzymatische Bräunung bekannte Prozess umfasst ein großesSpektrum an einzelnen Teil-
schritten. Die für Lebensmittel relevanten Reaktanten sinde erseits reduzierende Zucker,
wie Glucose, Maltose, Fructose, Lactose und in geringerem Umfang reduzierende Pentosen
und andererseits die Aminokomponenten von freien Aminosäuren, N-Termini der Peptide
sowie Proteine und sekundäre Aminogruppen (Ledl und Schleicher 1990). Dabei spielen
die ε-Aminogruppe des Lysins und die Guanidinogruppe des Arginins die Hauptrolle. Die
unter dem Begriff Maillard-Reaktion zusammengefassten Vorgänge lassen sich in die drei
Teilbereiche, frühe und fortgeschrittene Maillard-Reaktion sowie das Endstadium, einteilen
(Hodge 1953, Mauron 1981, Ledl und Schleicher 1990, Friedman 1996).
Die frühe Phase der nichtenzymatischen Bräunung wird wesentlich durch dieα-Hydroxycar-
bonyl-Umlagerung charakterisiert. Dabei kommt den Umlagerungsprodukten als thermody-
namisch stabilen Zwischenstufen eine besondere Bedeutung zu. Im Rahmen dieser Arbeit
ist vor allem die Anfangsphase, die „früheMaillard-Reaktion“ für die Glykosylierung der
Proteine mit dem verwendeten Glykosylierungsagens Lactose (Abb.2-2(1)) von Interesse.
Zur Darstellung wird die Lactose in der Abb.2-2 in offenkettiger Form verwendet, ob-
wohl dieses Disaccharid in Lösung vor allem in Halbacetal-Formen vorliegt. In der An-
fangsphase der Maillard-Reaktion kommt es zur nucleophilenAddition der Aminogruppe
an die Carbonylfunktion der Lactose, unter Bildung von Lactosylimin (Abb. 2-2(2)), ei-
ner Schiffschen Base. Die inα-Position vorhandene Hydroxylgruppe ermöglicht die Um-
lagerung des instabilen Imins, mittels so genannterAmadori-Umlagerung, über eine 1,2-
Enolisierung (Lactosylenaminol, Abb.2-2(3)) zur Amadori-Verbindung, der 1-Amino-1-
desoxy-2-ketose (Abb.2-2(4)). Ketosen reagieren analog den Aldosen mit Aminen zu Keto-
sylaminen, die über den entsprechenden Reaktionsweg derHeyns-Umlagerung zu 2-Amino-
2-desoxy-1-aldosen umgewandelt werden. Reagiert nun die Lysinseitenkette mit Lacto-
se entsteht Nε -Lactulosyllysin (Lactuloselysin) als Produkt der frühenMaillard-Reaktion
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Abb. 2-2: Schema der frühen Maillard-Reaktion am Beispiel von Lactose mit der Lysinseitenkette
von Proteinen
(Ledl und Schleicher 1990). Begünstigt wird der Prozess durch hohe Temperaturen, geringe
Wasseraktivität sowie lange Lagerzeiten und ist damit bereits für die Herstellung und Ver-
arbeitung von milchhaltigen Produkten, z. B. Milchpulvern,relevant (Erbersdobler 1970).
Das zweite Stadium der Maillard-Reaktion, die fortgeschrittene Phase, umfasst die Fragmen-
tierungs- oder Enolisierungsreaktionen der gebildetenAmadori- und Heyns-Verbindungen
(Ledl und Schleicher 1990). Die dabei entstehenden und sehr reaktivenα-Dicarbonylverbin-
dungen sind Vorstufen für eine Vielzahl von niedermolekularen heterozyklischen und häu-
fig aromaaktiven Substanzen. Die dritte Phase, das Endstadium, ist gekennzeichnet durch
Kondensations- und Polymerisationssreaktionen, einschließlich der Bildung von aromaakti-
ven Verbindungen und ungesättigten stickstoffhaltigen farbigen Polymeren, den so genann-
ten Melanoiden (Friedman 1996). Da die Reaktionsphasen in der Realität zum Teil auch
parallel verlaufen, ist die Zuordnung einzelner Maillard-Reaktionsschritte und eine exakte
Beschreibung der Reaktionsabläufe nur bedingt möglich.
2.3.1 Glykosyliertesβ -Lactoglobulin
Dasβ -Lg besitzt 16 Amino- und 3 Guanidinogruppen, d. h. 15 Lysinreste (Lys 8, 14, 47,
60, 69, 70, 75, 77, 83, 91, 100, 101, 135, 138, 141), drei Argininreste (Arg 40, 124, 148)
und die N-terminale Aminogruppe, die für die Reaktion mit reduzierenden Zuckern in Fra-
ge kommen (Morgan et al. 1999b). Aus den Reaktionen der relevanten Aminogruppen mit
unterschiedlicher Anzahl von Lactosemolekülen resultiert ein breites Spektrum an Reakti-
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onsprodukten.Morgan et al.(1999b) untersuchten mittels HPLC und Massenspektrometrie
reines lactosyliertesβ -Lg und beobachteten, dass Lys47 und Lys91 die größte Reakivität
zeigen und die übrigen Reste nach dem Zufallsprinzip lactosyliert werden. Die Umsetzung
desβ -Lgs mit reduzierenden Zuckern kann sowohl in wässriger Lösung als auch durch
trockenes Erhitzen erfolgen, wobei in letzterem Fall die Sekundär- und Tertiärstruktur größ-
tenteils unbeeinflusst bleiben. Bei der Glykosylierung in wässriger Lösung jedoch kommt
es zu Strukturänderungen, welche hauptsächlich an der Kontaktstelle der Dimere lokalisiert
sind. Dabei wird eine erhöhte Reaktivität der freien Thiolgruppe sowie die Bildung kovalent
verbundener Dimere beobachtet. Auf diese Weise modifizierte P oteine zeigen ein verän-
dertes Denaturierungsverhalten und aggregieren in weiteren Schritten zu höhermolekularen
Spezies (Morgan et al. 1999b).
2.3.2 Bedeutung der Maillard-Reaktion in
Lebensmitteln
Es ist bekannt, dass während der Erhitzung bzw. Lagerung vonMilchprodukten eine signi-
fikante Anzahl von Lysinresten durch eine kovalente Bindung aL ctose im Verlauf der
Maillard-Reaktion modifiziert wird (Erbersdobler 1970, Mauron 1981, Hurrell et al. 1983,
Ledl und Schleicher 1990, Morgan et al. 1999b, Leonil et al. 1997, Clawin-Rädecker et al.
2000a). Durch diese nichtenzymatische Glykosylierung wird unter anderem der Genuss-
wert eines erhitzten Lebensmittels bestimmt. Dazu gehört die Ausbildung von erwünsch-
ten bzw. unerwünschten Aromastoffen sowie die Farbbildungund der Geschmack (Leonil
et al. 1997). Neben den sensorischen Eigenschaften beeinflußt die Maillard-Reaktion auch
direkt die nutritiven Eigenschaften. Hierbei spielt vor allem die Verfügbarkeit der essen-
tiellen Aminosäuren eine entscheidende Rolle. Die kovalente Anbindung des Zuckers an
Lysin kann dazu führen, dass diese Aminosäure vom Körper nicht mehr für die Protein-
biosynthese zur Verfügung steht. Zur analytischen Bestimmung des Ausmaßes der „frühen“
Maillard-Reaktion muss eine Säurehydrolyse des proteingebundenen Lactuloselysins durch-
geführt werden, welches zur Bildung von Furosin führt (Henle et al. 1991, Renterghem und
Block 1996, Resmini et al. 2003, Krause et al. 2003, Krause 2005). Anhand der bestimm-
ten Menge an Furosin (siehe Abb.2-3) sowie den Überführungsfaktoren (Furosin : Pyrodi-
sin : Lysin = 30 : 15 : 55) kann die Menge an modifizierten Lysin berechnet werden (Krause
et al. 2003, Krause 2005). Somit ist Furosin als Marker für die frühe Phase der Maillard-










































Abb. 2-3: Produkte der Säurehydrolyse von Lactuloselysin. (a) Furosin, (b) Lysin, (c) Pyrodisin.
Quantitative Daten nachKrause(2005)
Reaktion in Lebensmitteln geeignet und dient als Indikator für die Erhitzung von Milch und
Milchprodukten.
Posttranslationale Modifikationen bewirken damit neben chemischen und ernährungsphy-
siologischen Variationen auch eine Änderung der physikalischen Eigenschaften. Die nicht-
enzymatische Glykosylierung besitzt gegenüber chemischen Modifikationen, wie Acylie-
rung, Alkylierung, Oxidation und Reduktion, den Vorteil, dass sie „natürlich“ im Lebens-
mittel abläuft.
2.4 Denaturierung der Molkenproteine
Denaturierung bedeutet den Verlust der nativen Konformation, verbunden mit einer Auffal-
tung geordneter Strukturbereiche. Die Veränderungen können dabei reversibel oder irrever-
sibel sein. Als Folge der Denaturierung werden Wasserstoffbrücken, Ionenbindungen und
hydrophobe Wechselwirkungen gelöst, ohne jedoch die kovalenten Bindungen zu spalten
(Kirchmeier 1987, Belitz et al. 2001).
Molkenproteine sind als Albumine und Globuline thermisch instabil (Kirchmeier 1987).
Hierdurch unterscheiden sie sich streng von den Caseinen, diauch bei höherer Wärmebe-
lastung hinreichend stabil sind, da sie bereits in Form statistischer Knäuel vorliegen. Die
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thermische Denaturierung der Molkenproteine umfasst mehrer Reaktionsschritte und ist
im wesentlichen durch zwei Phasen – Auffaltung und Aggragation – gekennzeichnet (Sa-
wyer et al. 1971, Mulvihill und Donovan 1987, Kessler 1988). Bei Erhöhung der Temperatur
dissoziieren die Dimere in Monomere, wodurch reversible Auffaltungsreaktionen mit Frei-
legung verborgener hydrophober Bereiche ermöglicht werden. Die thermische Denaturie-
rung vonβ -Lactoglobulin erfolgt ab einer Temperatur von 65◦C bei einem pH-Wert von 6,7
mit einer anschließenden Aggregation (Wong et al. 1996). Der initiale Denaturierungsschritt
umfasst eine Reihe reversibler Konformationsänderungen, wlche das reaktive Cystein121
freilegen. Die offen gelegten Gruppen verbinden sich auf Grnd eines Sulfhydryl-Disulfid-
Austausches. Die anschließende Aggregation ist nicht spezifisch (Wong et al. 1996, Man-
derson et al. 1998). Die aktivierte Thiolgruppe kann im Anschluß mit einer nicht aktivierten
Disulfidbrücke eines nativenβ -Lactoglobulinmoleküls reagieren und somit intermolekulare
Disulfidbindungen ausbilden, was zur einer irreversiblen Aggregation der Moleküle führt
(Mulvihill und Donovan 1987). Hierbei wird eine neue reaktive Thiolgruppe freigelegt.So-
mit kann dieser Schritt beliebig oft hintereinander erfolgen.
Kinetische Studien haben gezeigt, dass die frühe Phase der Denaturierungsreaktion aus
zwei Umfaltungsreaktionen 1. Ordnung besteht und mit einerErhöhung derβ -Struktur ein-
hergeht. Die nichtspezifische Aggregation des Proteins istirreversibel und temperatur- sowie
zeitabhängig (Sawyer et al. 1971). Die kritische Denaturierungstemperatur desβ -Lactoglo-
bulins von 70◦C wurde ebenfalls mittels Differential Scanning Calorimetrie (DSC) bestä-
tigt. Die genaue Denaturierungstemperatur desβ -Lgs wird mit 70,4±0,5◦C bei einem pH-
Wert von 6,7 angegeben (Wong et al. 1996). Dasα-Lactalbumin denaturiert bei 65◦C beim
pH von 6,7.Dannenberg und Kessler(1988b) untersuchten die Temperaturabhängigkeit der
Denaturierung von Molkenproteinen und schlussfolgerten,dass im Temperaturbereich un-
terhalb 90◦C die Auffaltung den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Gesamtreak-
tion darstellt. Beim Zusammentreffen von Proteinmolekülenkommt es nicht zwingend zur
Aggregation, da die Auffaltung noch unvollständig ist. Oberhalb 90◦C ist die Auffaltung
im Allgemeinen abgeschlossen. Hier bestimmt die Aggregation die Gesamtgeschwindig-
keit. In Abb.2-4 sind die Denaturierungsgrade vonβ -Lactoglobulin bei unterschiedlichen
Milcherhitzungsverfahren, sowie die aus den reaktionskinetischen Daten berechneten Dena-
turierungsgrade dargestellt. Die für die Milchverarbeitung technologisch relevanten Gebiete
sind darin gesondert gekennzeichnet. Die logarithmische Darstellung der Denaturierungs-
grade zeigt einen diskontinuierlichen Verlauf. Die Knickpunkte in den Geraden bei 90◦C













Abb. 2-4: Denaturierungsgrade vonβ -Lactoglobulin (Dannenberg und Kessler 1987)
verdeutlichen, dass die Proteindenaturierung in zwei Temperaturbereiche mit unterschiedli-
cher Aktivierungsenergie zu unterteilen ist.
Eine geeignete Methode, um thermodynamische Daten über denDenaturierungsprozess
von Proteinen zu ermitteln, stellt die Differential Scanning Calorimetrie (DSC) dar.Hoff-
mann et al.(1997) und Verheul et al.(1998) entwickelten mit Hilfe der DSC übereinstim-
mend ein vereinfachtes Modell der Denaturierungsreaktion, welches die Ergebnisse voran-
gegangener Studien bestätigt. Der Schritt vom nativen Protein N zum aufgefalteten Pro-
tein U verläuft reversibel, die Aggregation jedoch irreversibel (Gleichung (2-1)). Da die












k Geschwindigkeitskonstanten der Einzelschritte
Auffaltung eine Reaktion erster Ordnung ist und die Aggregation zweiter, wird die Ordnung
der Gesamtreaktion vom Anteil der Einzelreaktionen beeinflusst. Werden die Reaktionsbe-
dingungen, wie pH-Wert, Ionenstärke oder Heizrate variiert, so können Abweichungen von
der erwarteten Reaktionsordnung n = 1,5 auftreten (Verheul et al. 1998). Zwischen den un-
terschiedlichen genetischen Varianten desβ -Lactoglobulins zeigen sich Unterschiede in der
Denaturierungstemperatur.Bikker et al.(2000) beobachteten beimβ -Lg A eine größere Hit-
zestabilität als bei der Variante B. In anderen Studien wurdeallerdings ein entgegengesetzter
Trend verzeichnet (Anema et al. 1996, Boye et al. 1997).
Weiterhin spielen bei der thermischen Denaturierung der Molkenproteine die Milieube-
dingungen eine wichtige Rolle. Zu den wichtigsten Einflussgrößen gehören die Proteinkon-
zentration, pH-Wert, Lactose- und Salzgehalt. Mit einer stigenden Proteinkonzentration
kommt es zur Zunahme der irreversiblen Denaturierung desβ -Lgs, was auf eine erhöhte
Kollisionsgeschwindigkeit der einzelnen Moleküle zurückzuführen ist (Nielsen et al. 1996).
Der pH-Wert beeinflusst den Ladungszustand und dadurch die Konformationsstabilität des
Proteins. Mittels DSC-Messungen wurde im pH-Bereich zwischen 10 und 4 mit sinkendem
pH-Wert ein Anstieg der Denaturierungstemperatur fürβ -Lg ermittelt, welches ein Stabili-
tätsmaximum unterhalb des isoelektrischen Punktes – zwischen 3,5 und 4 – aufweist. Beim
weiteren Ansäuern kommt es zum Abfall der Konformationsstabili ät (Relkin 1994, Ver-
heul et al. 1998). Die Löslichkeit von thermisch denaturierten Molkenproteinen zeigt ein
Minimum um den isoelektrischen Punkt zwischen pH 4 und 5. Dieunterschiedliche Lös-
lichkeit bei einem pH-Wert von 4,6 dient dementsprechend als Unterscheidungskriterium
zwischen nativen und denaturierten Molkenproteinen.Jou und Harper(1996) ermittelten
mit der Thermoanalyse (DSC) eine Erhöhung der Denaturierungstemperatur von Molken-
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proteinen in Gegenwart von Lactose.
Die Denaturierungsreaktion führt zu einer partiellen odervollständigen Änderung der
Konformation (Sekundär-, Tertiär-, Quartärstruktur) eines Proteins, ohne dabei die kova-
lenten Bindungen (mit Ausnahme von Disulfidbindungen) zu lösen. Durch diese Varia-
tionen können die technofunktionellen Eigenschaften der Proteine verändert werden. Da-
her wird die thermische Auffaltung (50-80◦C, 10-15 min) vonβ -Lg sowie der gesamten
Molkenproteine im sauren (2 bis 4) bzw. leicht alkalischen (7 bis 8,5) pH-Bereich zur
Verbesserung der funktioneller Eigenschaften eingesetzt(Cheftel et al. 1992, Wong et al.
1996).
2.4.1 Auswirkung der Maillard Reaktion auf das
Denaturierungsverhalten
Nur wenige Publikationen berichten über das Denaturierungsverhalten von nichtenzyma-
tisch glykosylierten Molkenproteinen.Bouhallab et al.(1999) beschreiben eine Erhöhung
der Löslichkeit vonβ -Lg-Lactose-Konjugaten nach Erwärmung bei 65 - 90◦C für 10 Min,
gegenüber dem nativen Protein. Besonders im Bereich des isoelektrischen Punktes bei pH
4 - 5 zeigt sich die Löslichkeit deutlich verbessert. Die Arbeitsgruppe umvan Teeffelen et al.
(2005) ermittelte nach der Umsetzung des reinenβ -Lgs mit Glucose eine Reduktion der
spezifischen Wärme um 60 % und einen Anstieg der Denaturierungstemperatur um 5 K.
Mittels massenspektrometrischer Methoden wurde in diesemFall die Blockierung von 14
der 17 für eine Glykosylierung in Frage kommenden Aminogruppen festgestellt, was einem
Glykosylierungsgrad von 82 % entspricht. Die Vermutung, dass unpolare Reste des Proteins
vor der Freilegung durch kovalente Bindung der Zuckermoleküle geschützt werden, konn-
te durch diese Arbeitsgruppe bestätigt werden. BereitsBroersen et al.(2004) beobachteten
mittels Differential Scanning Calorimetrie eine um 4,5 K verb sserte Hitzestabilität für ein
fructosyliertesβ -Lg. Eine Glykosylierung mit Glucose bewirkte sogar einen Astieg der
Denaturierungstemperatur um 6 K.
Die zitierten Forschungsergebnisse basieren auf Versuchen mit hoch glykosylierten Proben,
welche für die Lebensmittelindustrie nicht von Relevanz sind. Daher besteht anwendersei-
tig der Bedarf an Informationen über das Verhalten niedrig glykosylierter Molkenprodukte.
Zudem wurde nur reines Protein untersucht, welches im kommerziell n Produkten kaum
Verwendung findet.
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2.4.2 Methoden zur Charakterisierung der
Denaturierung
RP-HPLC
Als Unterscheidungsmerkmal zwischen nativen und denaturier en Molkenproteinen dient
die Löslichkeit bei einem pH-Wert von 4,6. Dabei werden die nach Erhitzung thermisch
denaturierten und aggregierten Proteine angesäuert und durch Zentrifugation von den nati-
ven Proteinen abgetrennt (IDF-Standard 1996, Resmini et al. 1989, Block et al. 1998, Bou-
hallab et al. 1999, Clawin-Rädecker et al. 2000b, Morales et al. 2000). Die Bestimmung der
Konzentrationsabnahme der nativen Proteine erfolgt auf Basis unterschiedlicher hydropho-
ber Eigenschaften der einzelnen Molkenproteinfraktionen. Der „Denaturierungsgrad“ ent-
spricht der Gesamtpeakfläche nach Erhitzung, geteilt durchdie Gesamtpeakfläche vor Er-







Perhitzt Gesamtpeakfläche nach Erhitzung
P0 Gesamtpeakfläche vor Erhitzung
Elektrophorese
Die Elektrophorese basiert auf dem Wanderungsverhalten geladener Moleküle in einem an-
gelegten Gleichstromfeld in Richtung einer Elektrode mit entg gengesetzter Ladung. Bei
dieser Technik werden Gemische von Stoffen oder Teilchen inAbhängigkeit von ihrer Wan-
derungsgeschwindigkeit in Einzelfraktionen aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit
ist direkt proportional zur Stärke des elektrischen Feldessowie zur elektrophoretischen Mo-
bilität der Partikel. Eine weitere Abhängigkeit besteht zum pK-Wert der geladenen Gruppen
und der Molekülgröße.
Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophrese (SDS-PAGE) werden durch
Zugabe von Harnstoff und Natriumdodecylsulfat (SDS) die nicht-kovalenten Bindungen im
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Molekül zerstört, was zur Dissoziation der nativen polymeren Proteinaggregate in Mono-
mere führt. Die Anlagerung des SDS an deren Oberfläche bewirkt die Aufhebung der La-
dungsunterschiede der Proteine. Demnach werden sie nur nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Mit Hilfe der SDS-PAGE lässt sich somit unter Vgleich mit Markerprotei-
nen bekannter Größe eine Abschätzung der Molmassen von Einzelfraktionen vornehmen.
Diese Methode kann zur Untersuchung des Oligomerisierungsgrades vonβ -Lactoglobulin
während des Denaturierungsprozesses genutzt werden (Manderson et al. 1998, Morgan et al.
1999a, Bertrand-Harb et al. 2002, Chevalier et al. 2002, Anema et al. 2006).
Differential Scanning Calorimetrie (dynamische
Differenzkalorimetrie)
Die dynamische Differenzkalorimetrie (engl.: Differential Scanning Calorimetry, DSC) stellt
eine Methode zur Charakterisierung der physikalischen Umwandlung von Stoffen dar, wie
z. B. zur Gewinnung von thermodynamischen Daten über den Denaturierungsprozess von
Proteinen (Relkin 1994, Jou und Harper 1996, Verheul et al. 1998, Broersen et al. 2004, van
Teeffelen et al. 2005). Modifikationsumwandlungen, wie z. B. das Schmelzen, welche zu
Reaktionen erster Ordnung gehören, laufen bei einer konstanten Umwandlungstemperatur
Tt und dazugehörigem konstantem Druck ab. Dabei kommt es zu einer charakteristischen
Änderung von Enthalpie und Entropie.
Zur Kalibrierung der Apparatur wird eine Substanz mit bekannter Schmelztemperatur,
Schmelzenthalpie und Wärmekapazität, wie z. B. Indium verwendet. Als Referenz dient
meist ein mit Wasser oder Luft gefüllter Probetiegel. Das Peak-Minimum, welches im Ther-
mogramm sichtbar ist, entspricht in der Proteinanalytik der Umwandlungstemperatur Tt .
Aus der Peak-Fläche kann die Umwandlungsenthalpie H berechnet werden.
Bei einem Differenz-Wärmestrom-Kalorimeter (Abb.2-5) werden sowohl die Probe als
auch die Referenz mit einer konstanten Geschwindigkeit erwärmt, wobei die zugeführte
Wärmemenge pro Zeiteinheit stets gleich bleibt. Bei einer Zustandsumwandlung in der
Probe, z. B. durch Umwandlung, Schmelzen, Verdampfen entsteht eine Differenz im Wär-
mestrom, welche proportional zur Temperaturdifferenz ist. Im Diagramm wird anschlie-
ßend die zugeführte Wärmemenge pro Zeit gegen die Temperatur(ode Zeit) aufgezeich-
net.




4 Wicklungen der Heizung
5T t lempera urreg er
6 Thermoelement mit Probetiegel
7 Thermoelement mit Vergleichssubstanz
8 Thermoelement der Vergleichsmessstelle 
9 Metallscheibe
Tt
Abb. 2-5: Schema der Messanordnung einer Differenzthermoanalyse mit einem allgeeinen DSC-
Thermogramm; Tt : Umwandlungstemperatur (aus: Physikalisch Chemisches Praktikum
für Fortgeschrittene, Universität Köln)
Fluoreszenzspektroskopie
Fluoreszenz ist die spontane Emission von Licht beim Übergang eines elektromagnetisch
angeregten Systems in einen Zustand niedrigerer Energie. Erfolgt eine Energiezufuhr durch
Absorption von ultraviolettem, sichtbarem oder infrarotem Licht, nennt man die emittierte
Strahlung Photolumineszenz, welche je nach Dauer des Abstrahlvorganges in Fluoreszenz
und Phosphoreszenz unterschieden wird. Als Rotverschiebung („Stokes-Shift“) elektroma-
gnetischer Wellen wird die Verlängerung der gemessenen Wellenlänge gegenüber der ur-
sprünglich emittierten Strahlung bezeichnet.
Fluoreszenzspektroskopie ist eine Methode, bei der die Proteine zerstörungsfrei unter
physiologischen Bedingungen mit hoher Sensitivität und Selektivität untersucht werden
können. Nach Anregung durch elektromagnetische Strahlungliefert das emittierte Licht
Informationen über die Umgebung des Fluorophors, da diesesdurch Wechselwirkungen mit
benachbarten Gruppen und/oder Lösungsmittelmolekülen bei flusst wird (Manderson et al.
1999, Palazolo et al. 2000, Lotte 2004). Bei den Fluorophoren die in der natürlichen Struk-
tur von Proteinen vorhanden sind, den sogenannten intrinsischen Fluorophoren, handelt es
sich um die aromatischen Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan. Da diese
moleküleigenen Fluorophore unterschiedliche Absorptionsmaxima (Phenylalanin: 258 nm,
Tyrosin: 277 nm, Tryptophan: 280 nm) sowie unterschiedliche Absorptionskoeffizierten auf-
weisen (Phenylalanin : Tyrosin : Tryptophan = 1 : 7 : 27), kanndie Aminosäure mit dem do-
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minierenden Einfluss (Tryptophan) selektiv bei 295 nm angere t werden. Aufgrund der star-
ken Abhängigkeit des Tryptophanfluoreszenz von der chemischen Umgebung, dient diese
der Charakterisierung von Proteinstrukturen (Lotte 2004).
2.5 Funktionelle Eigenschaften der
Milchproteine
Über den ernährungsphysiologischen Wert hinaus haben Proteine aufgrund ihrer funktio-
nellen Eigenschaften eine besondere Bedeutung für die Herstellung von Lebensmitteln. Le-
bensmittelrechtlich gelten Milchproteine als Zutaten undnicht als Zusatzstoffe, was eine
Deklaration ohne E-Nummern ermöglicht. Proteine unterliegen als Lebensmittelbestandtei-
le physikalischen und chemischen Veränderungen bei ihrer Herstellung oder Anwendung.
Isolierte Proteine können gezielt zur Modifikation ihrer bestehenden Eigenschaften einge-
setzt werden. Dies erfolgt mit der Intention, diese zu verbessern oder ihnen neuen Fähigkei-
ten zu verleihen. Diese Änderungen führen im allgemeinen nur zur einer Modifikation der
Konformation (Cheftel et al. 1992). Stärkere thermische Behandlungen haben eine Konfor-
mationsänderung der Proteine zu Folge. Art und Ausmaß der Verfahr n bestimmen die dar-
aus resultierenden Veränderungen der funktionellen Eigenschaften, wie Löslichkeit, Quell-
barkeit, Fett- und Wasserbindevermögen, pH-Stabilität, Hitzestabilität, Viskosität, Gelbil-
dung, Adsorption an Grenzflächen, Schaumbildung und Emulgiervermögen (Pearce und
Kinsella 1978, Mehrens und Reimerdes 1991, Cheftel et al. 1992, Hall 1996, Wong et al.
1996, Zayas 1997, Darewicz und Dziuba 2001, Damodaran 2005, AlvarezGomez und Rod-
riguezPatino 2006).
Löslichkeit
Eine der wichtigsten funktionellen Eigenschaften der Proteine ist ihre Löslichkeit unter ver-
schiedenen Bedingungen wie Ionenstärke, pH-Wert und Temperatur. Native Molkenproteine
sind über den gesamten für Lebensmittel relevanten pH-Bereich sehr gut löslich (Mehrens
und Reimerdes 1991). Dazu gegensätzlich verhalten sich die Caseine, welche nahihrem
isoelektrischen Punkt eine minimale Löslichkeit besitzen(Zayas 1997). Das Löslichkeits-
verhalten von Proteinen ist von der Anzahl der hydrophoben und hydrophilen Gruppen so-
wie von deren Anordnung im Molekül abhängig. Im allgemeinensteigt die Löslichkeit der
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Milchproteine mit zunehmendem pH-Wert an (Mehrens und Reimerdes 1991, Hambling
et al. 1992).
Adsorption und Grenzflächeneigenschaften
Caseine und Molkenproteine besitzen eine hohe Grenzflächenaktivität, was bedeutet dass
beide Proteingruppen ein großes Adsorptionsbestreben an hydrophoben Grenzflächen auf-
weisen (Mehrens und Reimerdes 1991, Wong et al. 1996, Dickinson 2003). Diese Fähig-
keit ist mit den amphipolaren Eigenschaften dieser Proteine zu erklären. Die hohe Ober-
flächenhydrophobizität und Grenzflächenaktivität von Caseinen resultiert aus der geringen
Stabilität ihrer Sekundär- und Tertiärstruktur und der hierdurch bedingten Freilegung von
hydrophoben Resten. Beimβ -Lactoglobulin ist aufgrund der globulären Struktur die Auf-
faltung an einer Grenzfläche langsamer als beim Casein. Die gebildete Grenzschicht und
das Adsorptionsverhalten differieren jedoch bei den beiden Proteingruppen. So bildet das
β -Casein, bedingt durch seine voluminöse Struktur und flexiblKonformation, dicht ge-
packte Grenzschichten (Dalgleish und Leaver 1991, Dickinson 2001), wodurch eine höhere
Anzahl an Proteinmolekülen im Vergleich zuβ -Lactoglobulin an der Grenzfläche adsor-
biert wird (Nylander und Wahlgren 1994). Während Caseine vorrangig reversibel an Grenz-
flächen adsorbieren und sich dabei nur begrenzt umfalten, wird bei β -Lactoglobulin ein
zweistufiger Adsorptionsprozess beschrieben, wobei zunächst eine reversible Adsorption
von Monomeren gefolgt von einer irreversiblen grenzflächeninduzierten Konformationsän-
derung stattfindet (Nylander und Wahlgren 1994). Dabei bildet sich eine zweidimensionale
gel-ähnliche Schicht, die zuerst über physikalische Wechslwirkungen und schließlich über
langsam verlaufende kovalente Quervernetzungen gefestigt wird (Dickinson 1999a). Die so
gebildete Grenzschicht besitzt eine Ausdehnung von ca. 2 nm.
In Lebensmitteln werden grenzflächenaktive Substanzen eingesetzt, wie niedermolekulare
Emulgatoren (Phospholipide und Mono- und Diglyceride) sowie makromolekulare Emul-
gatoren (Proteine). Da Proteine Makromoleküle sind, erhöhen sie zusätzlich die Viskosität
der kontinuierlichen Phase (Lagaly et al. 1997).
Emulgiereigenschaften von Milchproteinen
Emulsionen sind disperse Systeme aus zwei oder mehreren nicht oder nur teilweise misch-
baren Flüssigkeiten (Hall 1996). Die Fähigkeit eine Emulsion zu stabilisieren hängt un-
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ter anderem vom Wasser- und Fettbindevermögen der Proteine, ihren rheologischen Ei-
genschaften sowie ihrem Verhalten bei der Ausbildung von Grenzflächenschichten ab. Die
Emulgatoren adsorbieren an die Grenzfläche, richten sich aus und bewirken eine Verringe-
rung der Grenzflächenspannung und damit eine Reduzierung derfreien Energie des Systems
(Lagaly et al. 1997, Dickinson 1997). Es muss zwischen zwei Arten von Emulsionen unter-
schieden werden, Öl in Wasser (O / W) sowie Wasser in Öl (W / O). Die Milchproteine wer-
den als überwiegend hydrophile Makromoleküle zur Stabilisierung von O / W - Emulsionen
eingesetzt (Zayas 1997). Zu den Emulgiereigenschaften gehört die Emulsionsstabilität so-
wie die Emulgierkapazität. Unter Emulsionsstabilität verst ht man die Fähigkeit des Emul-
gators, eine Emulsion gegenüber destabilisierenden Faktoren über eine definierte Zeitspanne
zu stabilisieren. Die Emulgierkapazität wird definiert alsdie maximale Menge an dispergier-
ter Phase, die stabilisiert werden kann (Pearce und Kinsella 1978, Mehrens und Reimerdes
1991, Hall 1996). Um die Zusammenlagerung der dispergierten Fetttröpfchen (Koaleszenz)
zu verhindern, muss eine stabile Membran um die Fetttröpfchen ausgebildet werden (Meh-
rens und Reimerdes 1991).
Milchproteine – in gelöster Form – besitzen hervorragende Emulgiereigenschaften (Zayas
1997, Dickinson 1999b). Sie agieren wegen ihrer amphiphilen Molekülstruktur alsmakro-
molekulare Emulgatoren. Sie wandern an die Grenzfläche, wo sie einen energetisch günsti-
geren Zustand einnehmen. Sie tendieren dazu, ihre Konformation während der Adsorption
zu ändern. Das Ausmass der Konformationsänderung wird durch die Umgebungsbedingun-
gen, wie pH-Wert, lonenkonzentration und Temperatur beeinflusst (Wong et al. 1996, Zayas
1997, Damodaran 2005). Im nativen Zustand unterscheiden sich die Caseine in ihrerKon-
formation von den Molkenproteinen. Demzufolge zeigen die beiden Proteingruppen unter-
schiedliche Funktionalität bei der Emulsionsbildung und -stabilisierung. Caseine können auf
Grund der offenkettigen und flexiblen Struktur sowie der hohen Grenzflächenaktivität leicht
an Luft / Wasser - Oberfläche sowie an Öl / Wasser - Grenzfläche adsorbieren und senken
damit die Oberflächen- bzw. Grenzflächenspannung. Die Caseine ind dementsprechend als
besonders effiziente Proteinemulgatoren einzustufen (Mehrens und Reimerdes 1991, Zayas
1997). Die Oberflächenaktivität desβ -Lactoglobulins ist ausgesprochen pH-Wert abhän-
gig. Die höchste Adsorptionsrate desβ -Lg ist nahe des Isoelektrischen Punktes, bei einem
pH-Wert von 4,9 zu finden (Wong et al. 1996). Hier ist die elektrostatische Abstossung zwi-
schen den Molekülen am geringsten. Deshalb ist die hohe Adsorption und Umlagerung
der Proteinmoleküle an der Oberfläche möglich. Der limitierende Faktor für den Einsatz
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von Molkenproteinen als Emulgatoren in Emulsionen ist ihregeringe Hitzestabilität (Zayas
1997).
Schaumbildung
Ein Schaum wird als die Feindispersion eines Gases in einer Flüssigkeit definiert. Um
Schaum zu bilden, muss die hohe Oberflächenspannung an der Grenzfläche Wasser / Luft
durch grenzflächenaktive Substanzen (z. B. Proteine) reduzirt werden (Zayas 1997). Dabei
findet zunächst eine Adsorption der Proteine an der Grenzfläche statt, wo es zur Auffaltung
der Proteine kommt, bzw. im Fall der globulären Molkenproteine zur so genannten Grenzflä-
chendenaturierung (Mehrens und Reimerdes 1991). Abhängig von ihrer molekularen Struk-
tur zeigen Proteine ein unterschiedliches Verhalten an derGr nzfläche. So weisen die Ca-
seine, welche sich durch offenkettige Struktur auszeichnen, eine hohe Flexibilität an der
Grenzfläche auf. Gegensätzlich dazu verhalten sich die Molkenproteine, welche als globu-
läre Proteine einen relativ starren Film ausbilden (Dickinson 2003).
Gelbildung
Die Fähigkeit Gele, also 3-dimensionale Netzwerke, auszubilden besitzen sowohl Caseine
als auch Molkenproteine (Zayas 1997). Diese Eigenschaft spielt eine wesentliche Rolle bei
der Lebensmittelherstellung. Gelbildungsprozesse in Milch erfolgen durch Säurekoagulati-
on, Enzyme, Hitze oder durch Lagerung. Die meisten dieser Prozesse werden durch Casein
verursacht, es existieren jedoch auch Interaktionen mitβ -Lg undα-La. Caseine bilden Gele
durch einen Zusatz von Säure (Säuregel), Chymosin (Labgel) od r Calciumchlorid (Meh-
rens und Reimerdes 1991, Wong et al. 1996). Molkenproteine bilden Gele nur bei Erhitzung
auf Temperaturen, welche über der Denaturierungstemperatur liegen (Mehrens und Reimer-
des 1991).
Zusammenfassung der funktionellen Eigenschaften
Die meisten funktionellen Eigenschaften beeinflussen einerseits die sensorischen Eigen-
schaften und andererseits das physikalische Verhalten eines Lebensmittels bzw. eines Le-
bensmittelinhaltsstoffes während der Verarbeitung, Herstellung sowie Lagerung (Cheftel
et al. 1992). Neben der Intention ausgewählte funktionelle und nutritive Eigenschaften zu
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erzielen werden verschiedene Proteinadditive auch aus ökonomischen Gründen bei der Her-
stellung von Lebensmitteln eingesetzt (Cheftel et al. 1992, Wong et al. 1996). Molkenprotei-
ne eröffnen wegen ihren einzigartigen funktionellen und ernäh ungsphysiologischen Eigen-
schaften enorme Möglichkeiten für den Einsatz in Lebensmitteln sowie für die Entwicklung
neuer Rezepturen. So wird z. B. Molkenpulver bis zu 44% bei der Herstellung von Schmelz-
käse eingesetzt, da die darin enthaltene Lactose die Konsiste zverdickung fördert. Zudem
verfügen sowohl die Lactose als auch die Molkenproteine über ein sehr gute Wasserbinde-
fähigkeit (Berger et al. 1989).
Im Rahmen dieser Arbeit werden die Proteine überwiegend aufgrund ihrer grenzflächen-
aktiven Eigenschaften und damit als Emulgatoren verwendet.
2.5.1 Auswirkung der Maillard-Reaktion auf die funktionellen
Eigenschaften
Die Maillard-Reaktion wirkt sich durch die strukturverändernde Wirkung direkt auf die
funktionellen Eigenschaften der Proteine aus. Die Einführung hydrophiler Kohlenhydrate
und die Modifizierung der Aminosäureseitenketten verändern ie Polarität und damit die
Oberflächenbeschaffenheit eines Proteins. Zudem wird dessen dreidimensionale Struktur
modifiziert (Cheftel et al. 1992). Diese beiden Faktoren bestimmen entscheidend die Funk-
tionalität eines Proteins.
Untersuchungen von glykosyliertemβ -Casein bestätigen die durch Modifikation verur-
sachten Strukturwandlungsprozesse, wobei die Anteile an Random-coil-Strukturen zuguns-
ten vonβ -Turn abnehmen (Darewicz und Dziuba 2001). Zudem lassen die durchDare-
wicz und Dziuba(2001) erzielten Ergebnisse erkennen, dass die durchschnittliche Fett-
tröpfchengröße bei Emulsionen, die mit glykosyliertemβ -Casein im Vergleich zu nativem
Protein hergestellt wurden, signifikant verringert wird und die Emulsionsstabilität im Um-
kehrschluss erhöht wird. Diese Arbeitsgruppe beschäftigte sich auch mit dem Adsorptions-
verhalten des nativen und modifiziertenβ -Caseins an hydrophoben Grenzflächen. Im Laufe
der Untersuchungen wurde deutlich, dass die Bedeckung der Grenzfläche durch das gly-
kosylierte Protein erheblich erhöht wird. Daraus resultiert die Bildung von dickeren Grenz-
schichten, wobei wahrscheinlich polare Gruppen in verstärktem Maße in die wässrige Phase
orientiert sind. Damit können verbesserte Emulgiereigenschaften durch eine stärkere elek-
trostatische Stabilisierung der dispersen Phase erklärt werden.
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Groubet et al.(1999) beobachteten eine erhöhte Löslichkeit des glykosylierten β -Caseins,
jedoch nur in einem pH-Bereich von 4 bis 6. Die Emulgieraktivität desβ -Caseins blieb nach
der Glykosylierung unverändert.
Die Modifizierung vonβ -Lactoglobulin mit verschiedenen Mono- und Disacchariden,
wie beispielsweise Ribose, Glucose und Lactose, zeigt eine Veränderung der Emulgierei-
genschaften des eingesetzten Proteins.Nacka et al.(1998) stellten eine deutlich erhöhte
Emulgieraktivität für Emulsionen mit glykosyliertemβ -Lg im Vergleich zum nativen Pro-
tein innerhalb des untersuchten pH-Bereiches von 3 bis 9 fest. Auch die kovalente Modifi-
zierung vonβ -Lg mit dem höhermolekularen Kohlenhydrat Carboxymethyldextran zeigte
in Versuchen deutlich bessere Emulgiereigenschaften hinsic tlich Bildung und Stabilität als
das native Protein (Nagasawa et al. 1996).
Chevalier et al.(2001) erhitzten reinesβ -Lg mit Zuckern wie Arabinose, Galactose, Glu-
cose, Lactose, Rhamnose und Ribose in Lösung bei 60◦C für 72 Stunden. Anschließend
wurden die Proben dialysiert und gefriergetrocknet sowie ihr funktionellen Eigenschaften
untersucht. Nichtenzymatisch glykosyliertesβ -Lg wies eine Reihe von veränderten Eigen-
schaften auf. Die glykosylierten Spezies zeigten eine Verbesserung der thermischen Stabili-
tät bei einem pH-Wert von 5. Schaumbildungseigenschaften desβ -Lgs wurden im Zuge der
Glykosylierung mit Lactose oder Rhamnose nicht beeinträchtigt, verbesserten sich jedoch
nach einer Glykosylierung mit Glucose oder Galactose. Die Emulgiereigenschaften konnten
durch die kovalente Bindung von Sacchariden verbessert werden. Eine höhere Emulsions-
stabilität resultierte nach dem Einsatz reaktiverer Zucker, wie Arabinose oder Ribose. Die
erhaltenen Konjugate wiesen eine Löslichkeit von 35 % bei pH4 im Vergleich zu erhitztem
β -Lg bzw. β -Lg glykosyliert mit den restlichen Sacchariden auf. Durchdie Verschiebung
des isoelektrischen Punktes jedoch zeigten die Derivate eine erhöhte Löslichkeit bei pH 5
im Vergleich zuβ -Lg. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Art des verwende-
ten Zuckers ein essentieller Faktor für die Verbesserung der funkionellen Eigenschaften von
glykosylierten Proteinen durch die Maillard-Reaktion ist.Groubet et al.(1999) beobachteten
eine Erhöhung der Löslichkeit nach Lactosylierung reinenβ -Lgs im Vergleich zu unerhit-
zem Protein.Gauthier et al.(2001) stellten fest, dass die kovalente Bindung von Lactose an
reinesβ -Lg einen Einfluss auf das Verhalten des Proteins an der Luft /Wasser - Oberfläche
hat. Die trockene Erhitzung beeinflusste, trotz höherer Glykos lierungsgrade, nur leicht die
Grenzflächeneigenschaften, im Gegensatz zur Erhitzung in Lösung, wonach es zu höherer
Adsorption kam.
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Bezüglich der Auswirkungen Maillard-induzierter Proteinmodifikationen auf ein konkre-
tes Lebensmittel bzw. einen Lebensmittelzusatz gibt es nurwenige Untersuchungen.En-
nis und Mulvihill (1999) beschäftigten sich mit den veränderten Hydratationseigenschaften
von Labcasein, aufgrund der Bildung von Lactuloselysin im Laufe der frühen Maillard-
Reaktion. Labcasein wird als Zusatz zur Herstellung von Mozarella-ähnlichem Käse ver-
wendet. Durch die Hydroxylgruppen des Zuckers und die somitzusätzlichen Wasserstoff-
brückenbindungen werden die Protein-Protein-Wechselwirkungen und dadurch das Hydra-
tationsverhalten der Proteine verändert.Shepherd et al.(2000) beschäftigten sich mit den
emulgierenden Eigenschaften von Casein-Maltodextrin-Konjugaten und stellten eine deut-
lich verbesserte Emulgieraktivität und -stabilität im niedrigen pH-Bereich fest. Diese Kon-
jugate sind demnach als effektive Emulgatoren bzw. als lösliche Proteinadditive für sau-
re Lebensmittel, wie saure Diät- und Sportgetränke oder Nahrungsergänzungsmittel geeig-
net.
2.5.2 Methoden zur Charakterisierung der
Emulgiereigenschaften
Oberflächenspannung und kritische Mizellbildungskonzentration
Die Oberflächenspannung ist ein Sonderfall der Grenzflächenspannung, bei der definitions-
gemäß eine Grenzfläche zwischen Festkörpern oder Flüssigkeiten g genüber der jeweiligen
Dampfphase bzw. Luft vorliegt. Die Oberflächenspannung kann ls Maß zur Charakteri-
sierung von Stoffeigenschaften genutzt werden und wird mitHilfe von dynamischen oder
statischen Messmethoden ermittelt.
Die kritische Mizellbildungskonzentration (CMC, engl.: Critical Micellization Concen-
tration) stellt die Konzentration einer grenzflächenaktiven Substanz in Wasser dar, ober-
halb derer sich monomere Moleküle zu Aggregaten, den Mizellen, zusammenlagern. Hohe
CMC-Werte weisen dabei auf hydrophile grenzflächenaktive Substanzen, niedrige CMC-
Werte auf hydrophobe Verbindungen hin (Menger et al. 2000, Piispanen 2002). Zur Be-
stimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration wird die Oberflächenspannung (σ )
in Abhängigkeit der Tensidkonzentration (Proteinkonzentration) gemessen. Dabei wird die
Oberflächenspannung gegen die logarithmierte Konzentration des Tensids (Proteins) auf-
getragen. Unterhalb der CMC lagern sich die Moleküle an der Luft / Wasser - Grenzfläche
an und setzen so die Oberflächenspannung herab. Bei weiterer Zugabe grenzflächenaktiver
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Abb. 2-6: Abhängigkeit der Oberflächenspannung (σ ) von der Konzentration (c) (Figura 2004)
Substanzen tritt eine Sättigung der Grenzfläche mit diesen Mo omeren ein was dann in ei-
ner abrupten Aggregation der Monomere zu Mizellen resultiert. Dementsprechend zeigt das
CMC - Konzentrationsdiagramm einen steilen Abfall unterhalb der CMC und ein asymptoti-
sches Verhalten oberhalb der CMC (siehe Abb.2-6 Die Konzentration, bei der die maximale
Grenzflächenbelegung erreicht ist und deshalb die Mizellbildung einsetzt, wird kritische Mi-
zellbildungskonzentration genannt. Diese berechnet sichaus dem Schnittpunkt der beiden
linearen Ausgleichsgeraden (Piispanen 2002, Figura 2004). Die CMC ist eine temperatur-
abhängige Kenngröße für grenzflächenaktive Substanzen. DiVertikal-Plattenmethode nach
Wilhelmy, als eine statische Methode zur Quantifizierung der Oberflächenspannung auf Ba-
sis einer Kraftmessung, beruht auf dem Benetzungsgleichgewicht zwischen dem Festkörper
(angerauten Platinplättchen) und einer Flüssigkeit. Die Benetzung der Platte durch die Flüs-
sigkeit führt zu einer konisch verlaufenden Flüssigkeitslamelle. Die aufziehende Flüssigkeit
verursacht eine Gewichtsänderung des Plättchens, welche durch eine angeschlossene Waage
automatisch registriert wird.
Trübungsmessung
Die Trübungmessung ist eine der häufigsten in der Literatur beschriebenen Methoden zur
Bestimmung der Emulsionsstabilität und der Emulgieraktivität. Diese bezieht sich auf die
Aufrahmung bzw. Sedimentation der dispersen Phase, die durch Destabilisierungsfaktoren
(z. B. Flokkulation und Aggregation) begünstigt werden. Es kann eine Abnahme der Trü-
bung mit der Zeit beobachtet und somit die Emulgiereigenschaften ermittelt werden.
Grundlegend für das Messen von Trübungen ist die Tatsache, dass kolloiddisperse Sys-
teme das eingestrahlte Licht streuen. Bei dieser Methode wird die Verminderung der Inten-
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sität nach Transit des eingestrahlten Lichtes einer bestimmten Wellenlänge gemessen. Die
Trübung, auch Turbidität genannt, ist dabei proportional zur Verminderung dieser Lichtin-
tensität durch Streueffekte analog demLambert-Beerschen Gesetz (Lagaly et al. 1997). Bei
Trübungsmessungen wird demnach eine scheinbare Absorption gemessen.
Pearce und Kinsella(1978) entwickelten eine darauf beruhende Methode und berechne-
ten den so genannten Emulgieraktivitätsindex (EAI). Die Trübungτ leitet sich analog dem
Lambert-Beer-Gesetz (2-3) aus der gemessenen AbsorptionA von Licht einer definierten









l Schichtdicke der Küvette
Ein grundlegendes Problem bei polydispersen Systemen stellt eine kleine Anzahl großer
Teilchen dar, die die Streuintensität großer Mengen an kleien Teilchen überlagern können
(Lagaly et al. 1997).
Aus der Trübungsmessung lassen auch sowohl die Emulgieraktivität als auch die Emul-
sionsstabilität ableiten. Die Emulgieraktivität (EA) wird als die Fähigkeit eines Emulga-
tors definiert, eine neu formulierte Emulsion unter gegebenn Bedingungen zu formen und
zu stabilisieren (Hall 1996). Die Emulsionsstabilität (ES) beschreibt die Beständigkeit d r
Emulsion gegenüber destabilisierenden Faktoren - wie Koaleszenz, Flokkulation oder Sedi-
mentaion von Tröpfchen der dispersen Phase - innerhalb eines bestimmten Zeitraumes (Hall
1996).
Lichtmikroskopie
Durch lichtmikroskopische Untersuchungen von Emulsionenlassen sich Aussagen über die
Teilchengröße und Verteilung der Fetttröpfchen treffen. Gerade der Parameter Teilchengrö-
ße spielt eine wichtige Rolle hinsichtlich der Stabilität aber auch der Bildung von Emul-
sionen. Die Aufrahmungsgeschwindigkeit ist nach demStokesche Gesetz direkt proportio-
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nal zum Quadrat des Tröpfchenradius (siehe Gleichung (4-2) Unterabschnitt4.3.3). Daher
besteht die Möglichkeit der Stabilitätssteigerung durch eine starke Reduktion der Teilchen-
durchmesser (Dörfler 2002). Lichtmikroskopische Methoden lassen sich auf Grund des be-
grenzten Auflösevermögens von Mikroskopen allerdings nur bei Makroemulsionen mit Teil-
chendurchmessern von über 1µm einsetzen. Wie vonPearce und Kinsella(1978) beschrie-
ben, können mikroskopische Bestimmungen der Größe von dispers verteilten Fetttröpfchen
proteinstabilisierender Emulsionen zur Charakterisierung emulgierender Eigenschaften ein-
gesetzt werden.
Elektronenmikroskopie
Die Auflösung von Lichtmikroskopen ist durch die Wellenlänge des Lichtes auf ca. 200 nm
begrenzt. Zur Steigerung des Auflösungsvermögens werden inei em Elektronenmikroskop
stattdessen Elektronenstrahlen mit einer gegenüber dem Licht vielfach kleineren Wellenlän-
ge verwendet. Der Elektronenstrahl wird in einer Kathode (i. d. R. aus Wolfram) erzeugt,
beschleunigt und mittels magnetischer Felder (Linsen) gelenkt und gebündelt. Es werden
zwei prinzipielle Verfahren unterschieden: die Transmission - (TEM) und die Rasterelek-
tronenmikroskopie (REM).
Das Transmissionselektronenmikroskop ist im Aufbau und Funktion einem Lichtmikro-
skop nachempfunden. Es besteht aus hintereinander geschalt ten vergrößernden Elektronen-
linsen, welche die Ablenkung der Elektronen-Flugbahnen gestatten. Die freien Elektronen
werden durch eine Elektronenkanone erzeugt und in Richtung Anode beschleunigt. Diese
durchdringen dann die Probe, welche hinreichend dünn sein muss, und werden nach dem
Transit durch einen Leuchtschirm bzw. einen CCD-Sensor (engl. Charge-coupled Device)
detektiert und quantifiziert. Im Ergebnis erzeugt das TEM ein Durchlicht-Elektronenbild
mit einer 100- bis 500-tausendfachen Vergrößerung und einer Auflösung von etwa 0,2 nm.
Die Probe wird dabei vollständig in einem Schritt erfasst. Zur Messung von für Elektro-
nenstrahlung undurchdringlichen Materialien, wie z. B. Metalloberflächen, ist es notwendig
von den entsprechenden Proben Folienabdrücke anzufertigen und diese dann zu durchleuch-
ten.
Im Gegensatz zum TEM erfasst das Rasterelektronenmikroskop(engl. SEM von scan-
ning electron microscopy) die zu untersuchende Probe nichtin einem Schritt sondern se-
quentiell in Form eines Rasters. Dabei wird ein feiner Elektronenstrahl in einem kleinen
Punkt auf der Oberfläche des Objektes fokussiert und anschließend zeilen- und spaltenweise
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über die Probe geführt. Die durch die Probe reflektierte bzw.emittierte Strahlung wird dann
durch entsprechende Detektoren, wie CCD-Detektoren, erfasst und zu einem Ergebnisbild
zusammengesetzt. Im Vergleich zur Lichtmikroskopie ist die Präparation aufwendiger, da
die meisten Proben elektrisch leitend modifiziert werden müssen, indem sie beispielsweise
mit Gold bedampft werden. Die Rasterelektronenmikroskope verfügen über einen ca. 20-
bis 150-tausendfachen Vergrößerungsbereich und besitzenein Auflösungsvermögen zwi-
schen 3 und 6 nm. Das Auflösungsvermögen ist geringer als bei der TEM, die Tiefenschärfe
jedoch um Größenordnungen höher. Daher ist das REM besonderszur plastischen und drei-
dimensionalen Abbildung der Oberfläche eines Gegenstandesgeeignet.
Sowohl REM als auch TEM werden zur Erfassung der Mikrostruktur des Lebensmittels
Schmelzkäse verwendet. Folgende Studien betrachten generell die Verteilung der in ei-
ner kontinuierlichen Proteinmatrix eingebetteten Fettkugeln im Schmelzkäse:Heertje et al.
(1981), Lee et al.(1981), Kaláb et al.(1987), Klostermeyer und Buchheim(1988), Ber-
ger et al.(1989), Savello et al.(1989), Marshall (1990), Kaláb (1995), Marchesseau et al.
(1997).
2.6 Schmelzkäse
Nach der Wärmebehandlung von Schnittkäse in Blechdosen durchen Niederländer Jan
Hendrikzoon im Jahre 1899 wurde die Schmelzkäseherstellung d rch Walter Gerber und
Fritz Stettler 1911 weiter etabliert (Kammerlehner 2003). Die beiden Schweizer setzten
der Rohmasse Natriumcitrat zu und erhielten nach folgender Erhitzung ein stabiles, modi-
fiziertes Produkt. Im Laufe der Zeit wurden andere Salze zugesetzt, die wegen ihrer Funk-
tionalität als „Schmelzsalze“ bezeichnet wurden (Kammerlehner 2003). Bei Schmelzkäse-
erzeugnissen ist zwischen Schmelzkäse und Schmelzkäsezuber it ngen zu unterscheiden.
Laut Käseverordnung vom 14. April 1986 § 1 Absatz 3, Ziffer 1 ist Schmelzkäse ein Er-
zeugnis, das mindestens zu 50 % aus Käse besteht, dem andere Milch rzeugnisse zugesetzt
werden können, und welches durch Schmelzen unter Wärmeeinwirkung sowie durch Ver-
wendung von Schmelzsalzen zum Emulgieren gebracht wurde. Unt r Schmelzkäsezuberei-
tungen werden Erzeugnisse verstanden, die zum einen Schmelzkäs oder Käse sowie eine
Kombination beider Grundbestandteile beinhalten können und zum anderen unter Zusatz
anderer Milcherzeugnisse oder Lebensmittel unter gleichen Bedingungen wie Schmelzkäse
hergestellt wurden. Der Anteil an Käse in Schmelzkäsezubereitungen bleibt meistens unter
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40 %.
Die technologische Modifikation des Ausgangsmaterials Käse führt während des Schmelz-
prozesses zu Veränderungen und Phasenumwandlungen in der Matrix, woraus geänderte
Eigenschaften des Endproduktes resultieren. Eine Erhitzung ohne Schmelzsalze führt zur
Trennung der drei Phasen Eiweiß (Paracaseinat), Wasser (Serum) und Fett (Klostermeyer
und Buchheim 1988). Die simultane Wirkung von Hitze, mechanischer Bearbeitung d
Schmelzsalzen (in Mengen zwischen 1 - 3 %) verhindert jedochdie Phasentrennung. Das
gelöste Schmelzsalz dringt in die mit kolloidalem Calciumphosphat verdichteten intermicel-
laren Räume ein und führt ein Ionenaustausch durch, wobei dieSchmelzsalze Calciumio-
nen (Ca2+) aufnehmen und Natriumionen (Na+) an das Casein abgeben. Hierbei entsteht
das Natrium-Paracaseinat. Mit dem Austausch der zweiwertigen Kationen durch einwertige
kommt es zur Vereinzelung der Peptidketten bzw. der para-Caseinsubmizellen (Abb.2-7).
Durch die damit einhergehende Ladungsänderung kommt es zumAbbau der Grenzflächen-
spannung zwischen Wasser und Proteinen sowie zu einer stärkeren Ausbildung von Hy-
drathüllen an der Teilchenoberfläche (Caric et al. 1985, Spreer 1995, Guinee et al. 2004).
Dass lösliche Caseine wie z. B. das Natrium-Paracaseinat als „aufgeschlossenes Milchei-
weiß“ exzellente Emulgatoren sind, ist bekannt. Sie werdenaher z. B. bei Brühwurst
eingesetzt, um das freie Fett zu emulgieren (Berger et al. 1989). Das Paracaseinat emul-
giert in der Schmelzkäsemasse die dispergierten Fetttröpfchen und bildet zusammen mit
den Schmelzsalzionen und Aminosäuren eine stabile Öl-in-Wasser Emulsion. Weitere Ef-
fekte die durch die Zugabe von Schmelzsalzen neben der Stabilisierung der Öl-in-Wasser
Emulsion stattfinden, sind die Entfernung des Calciums aus dem Protein, die Hydratation
und Quellung des Paracaseins, eine pH-Wert-Erhöhung und Pufferung sowie die Struktur-
ausbildung (Cavalier-Salou und Cheftel 1991, Caric und Kaláb 1993, Marchesseau et al.
1997). Letztendlich führt die Zugabe der Schmelzsalze zur einergeschmeidigen und ho-
mogenen Schmelzkäsemasse. Im allgemeinen werden als Schmelzsalz die Natriumsalze
der Phosphor- und Citronensäure verwendet. Die besten Effekte werden mit Schmelzsalzen
erreicht, in welchen ein monovalentes Kation, meistens Natrium, mit einem polyvalentem
Anion kombiniert ist. Polyvalente Anionen haben eine höhere Wasserbindungskapazität als
monovalente Anionen. Die Puffereigenschaften der Phosphate hängen von deren Kettenlän-
ge ab. So haben Mono- und Diphosphate eine hohe Pufferkapazität und sind deshalb als
pH-Wert-Korrektoren geeignet. Mit steigender Kettenlänge nimmt die Pufferkapazität ab
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Abb. 2-7: Wirkungsweise ionenaustauschender Salze (Schmelzsalze) am Beispielvon Dinatrium-
hydrogenphosphat; nachBerger et al.(1989)
zur Erhöhung des pH-Wertes von 5,0 – 5,5 bis zu 5,6 – 5,9 und gleichz itig zur pH-Wert-
Stabilisierung aufgrund der Pufferkapazität (Gupta et al. 1984, Cavalier-Salou und Cheftel
1991, Marchesseau et al. 1997).
Sowohl der Einsatz von Schmelzsalzen als auch die Schereinwi kung während des Misch-
vorgangs bedingen die Verteilung und die Größe der Fettkügelchen und folglich die Mikro-
struktur und die Textur des Schmelzkäses. Für Trinatriumcitrat wurden im Vergleich zu Di-
natriumphosphat größere Durchmesser der Fettkügelchen sowie eine verbesserte Schmelz-
barkeit beobachtet (Guinee 2002). Awad et al.(2002) berichten über die Abnahme der An-
zahl an Fettkügelchen im Schmelzkäse nach Zusatz von Citraten oder Monophosphaten. Die
Verteilung der kugelförmigen, zwischen 1 und 10µm großen und in eine kontinuierliche
Proteinmatrix eingebetteten Fettteilchen kann mittels elektronenmikroskopischer Methoden
beobachtet werden (Heertje et al. 1981, Lee et al. 1981, Kaláb et al. 1987, Klostermeyer
und Buchheim 1988, Berger et al. 1989, Savello et al. 1989, Kaláb 1995, Marchesseau et al.
1997). Die Verteilung des Fettes sowie des Paracaseinates im Schelzkäse ist homogener
als im Rohkäse und deshalb die Koaleszenz der Fettkügelchen signifikant niedriger. Die
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Fettkügelchen in der kontinuierlichen Matrix variieren inihrer Größe, sind aber signifikant
kleiner als im Rohkäse (Heertje et al. 1981, Lee et al. 1981, Kaláb et al. 1987, Savello et al.
1989, Caric und Kaláb 1993). Die Paracaseinat-Membran, welche die Oberfläche der frei-
en Fettkügelchen bedeckt, ist verbunden mit den Matixsträngen und für die Kontinuität des
Gelnetzwerkes verantwortlich (Auty et al. 2001).
Die Umwandlung des zäh-elastischen Teiges eines Rohkäses indi typische „kurze Struk-
tur“ des Schmelzkäses während des Schmelzprozesses bezeichnet man als „Cremierung“.
Sie wird durch Hydratation der Proteine verursacht, vollzieht sich nur während des Schmelz-
prozesses und ist somit mit der Abkühlung unterbrochen (Spreer 1995). Ist das Hydratati-
onsvermögen der Proteine erschöpft, kommt es zur sogenannten „Übercremierung“. Als
„Cremierung“ können demnach die Effekte Hydratation, Viskositätserhöhung und Teig-
verkürzung zusammengefasst werden (Spreer 1995, Kammerlehner 2003). Das Wasserbin-
dungsvermögen der Proteine spielt hier wahrscheinlich diegrößte Rolle und zwar durch Ver-
hinderung der Phasentrennung von Protein und Serum (Klostermeyer und Buchheim 1988).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen belegen, dass durch die Wirkung der Schmelzsalze
die aus Caseinmizellen gebildeten Netzwerke aufgelöst werden und in Teilchen der Grö-
ße von Caseinsubmizellen zerfallen, welche anschließend inder wässrigen Phase disper-
giert werden. Der Käse verliert demnach einen Teil seiner Struktur und geht vom Protein-
Gel (Rohkäse) in ein Protein-Sol (Schmelzkäse) über (Klostermeyer und Buchheim 1988,
Berger et al. 1989). Klostermeyer und Buchheim(1988) zeigten mittels TEM, dass mit
dem Einsetzen der „Cremierung“ die Bereiche mit geringer Teilch ndichte signifikant klei-
ner werden. Beim optimaler „Cremierung“ sind die Caseinuntereinheiten gleichmäßig ver-
teilt und die Proteinmatrix damit vollständig homogen. BeimÜberschreiten des optimalen
„Cremierungs-Zustandes“, der „Übercremierung“, nimmt dasünnviskose zähflüssige Sol
eine puddingartige bis feste Konsistenz an. Der Prozeß der „Cremierung“ mit der Herbei-
führung einer kurzen Teigstruktur und damit einer guten Streichfähigkeit des Schmelzkäses,
darf dementsprechend nicht bis zum Optimum geführt werden.
Ein mittelalter Rohkäse mit einer kurzen Struktur und einem rlativen Caseingehalt von 60–
75% soll nicht mit der gleichen Intensität bearbeitet werden wie ein junger Käse, dessen
lange Struktur erst durch verstärkte mechanische Kräfte ineiner kurze Struktur umgewan-
delt werden muss.
Bei Schmelzkäsezubereitungen wird unter anderem Molkenpulver zugesetzt. Dieses zu-
gesetzte Pulver trägt wegen des geringen Anteils an Proteinpulver kaum zur Strukturver-
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festigung bei. Lactose und Molkenprotein gemeinsam verfügn jedoch über eine hervor-
ragende Wasserbindefähigkeit (Kammerlehner 2003). Zudem wird es aus wirtschaftlichen
Überlegungen eingesetzt. Milch- und Magermilchpulver begünstigen die Strukturbildung,
fördern die Cremierung und verbessern die Konsistenz und Geschmack. Zur Herstellung
von stabilem Schmelzkäse ist zudem ausreichend gerüstbildendes Casein (aus Naturkäse)
erforderlich. Der absolute Gehalt an intaktem Casein soll dabei mindestens 12 % betra-
gen.
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3 Experimenteller Teil
3.1 Chemikalien
Verwendete Chemikalien unter Angabe von Bestellnummer und Hersteller, soweit im Text
nicht anders vermerkt:
Acetonitril CHROMASOLVR© gradient grade, 43851, Riedel-de Haën, Seelze
Acrylamid p. A. 10674, Serva, Heidelberg
Ammoniumperoxidsulfat p. A. 13375, Serva, Heidelberg
Ammoniumsulfat p. A. 0032, J.T.Baker, Deventer (Niederlande)
Borsäure p. A. 31146, Riedel-de Haën, Seelze
Bromthymolblau, 103026, Merck AG, Darmstadt
Calciumchlorid-Dihydrat p. A. 10234, Grüssing GmbH, Filsum
Chloroform reinst, 102431, Merck AG, Darmstadt
Coomassie Brillant Blue G 250 reinst, 17524, Serva, Heidelberg
Cytochrom C, für biochem. Zwecke, Merck AG, Darmstadt
δ -Decalacton >98 %, W236101, Sigma Aldrich, Taufkirchen
Diacetyl >97 %, W237005, Sigma Aldrich, Taufkirchen
Diethylether reinst, 100926, Merck AG, Darmstadt
2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanon >99 %, 40703, Sigma Aldrich, Taufkirchen
Dimethyltrisulfid p. A. 79592, Sigma Aldrich, Taufkirchen
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat p. A. 106580, Merck, Darmstadt
1,4-Dithiothreitol (DTT), 20710, Serva, Heidelberg
Essigsäure p. A. 33209, Riedel-de Haën, Seelze
Ethanol rein 96 % vergällt, 02893, Fluka, Buchs, Schweiz
Furosindihydrochlorid 98,5 %, SC494 G, Neosystems, Straßburg, Frankreich
Glutaraldehyd 25 %, 354400, Merck AG, Darmstadt
Glycerin p. A. 87 %, 104094, Merck AG, Darmstadt
Harnstoff p. A. 51460, Fluka, Taufkirchen
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2-Hexanon 98 %, 146881000, Acros Organics, New Jersey, USA
Iodacetamid >99 %, 57670, Fluka, Taufkirchen
Kaliumcarbonat p. A. 60110, Fluka, Taufkirchen
Kaliumdihydrogencitrat p. A. 60214, Fluka, Taufkirchen
Kaliumchlorid p. A. 60130, Fluka, Taufkirchen
Kaliumdihydrogenphosphat p. A. 60356, Fluka, Taufkirchen
Kaliumsulfat p. A. 25107, Riedel-de Haën, Seelze
α-Lactalbumin, Arla Foods, Viby J, Dänemark
β -Lactoglobulin, Institut für Lebensmittelverfahrestechnik, TU München
Lactose D (+) Monohydrat, 107660, Merck AG, Darmstadt
Magnesiumchlorid-Hexahydrat p. A. 105833, Merck AG, Darmstadt
Maiskeinöl, Mazola, Unilever Bestfoods, Hamburg
Mercaptoethanol >99 %, 63689, Fluka, Taufkirchen
Methanol p. A. 32213, Riedel-de Haën, Seelze
Methylenbisacrylamid, p. A. 29195, Serva, Heidelberg
Methylenblau (C.I. 52015) für Mikroskopie, 115943, Merck AG, Darmstadt
Methylrot Natriumsalz (C.I. 13020), 106078, Merck AG, Darmstadt
Molkenprotein, Milacteal 60∗, Milei, Stuttgart
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED), 35930, Serva, Heidelberg
Natriumazid p. A. 99,5 %, 71289, Fluka, Taufkirchen
Natriumcarbonat wasserfrei, 106395, Merck, Darmstadt
Natriumcaseinat p. A. 0222, Rovita GmbH, Engelsberg/Wiesmühl
Natriumchlorid p. A. 106404, Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat reinst, 106342, Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat reinst, 20760, Serva, Heidelberg
Natriumhydroxid p. A. 106498, Merck, Darmstadt
Natriumthiosulfat p. A. 106512, Merck AG, Darmstadt
Natronlauge 32 %, 30531, Riedel-de Haën, Seelze
Ninhydrin p. A. 33437, Riedel-de Haën, Seelze
Orange G (C.I. 16230), 115925, Merck AG, Darmstadt
Ölrot für Mikroskopie, 105230, Merck AG, Darmstadt
Phosphorsäure 85 % in Wasser, 452289, Sigma Aldrich, Taufkirchen
Polyphosphat (langkettig) N16-63, MV1331, Budenheim KG, Budenheim
Proteinmarker 4 für Elektrophorese, 39208, Serva, Heidelberg
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Proteinmarker 5 für Elektrophorese, 39209, Serva, Heidelberg
Salzsäure 6N, für Hydrolysen, 6011, J.T.Baker, Deventer (Niederlande)
Salzsäure 37 % p. A. 84426 Fluka, Taufkirchen
Selenreaktionsgemisch nach Wieninger, 108030, Merck, Darmst dt
Schwefelsäure 98 % zur Stickstoffbestimmung, 84727, Fluka, Buchs, Schweiz
Sudanschwarz B practical grade, S2380, Sigma Aldrich, Taufkirchen
Tashiro-Indikator, 36083, Riedel-de Haën, Seelze
Trichloressigsäure p. A. 20742, VWR, Darmstadt
Trifluoressigsäure rein, 91700, Fluka, Buchs, Schweiz
Trinatriumcitrat-Dihydrat p. A. 106448, Merck AG, Darmstad
Trinatriumorthophosphat N53-40, MV1562, Budenheim KG, Budenheim
TRIS (hydroxymethyl)-aminomethan p. A. 37180, Serva, Heidelberg
∗Molkenprotein, Milacteal 60 mit 60 % Protein (davon 20,3 %α-Lactalbumin und 60,15 %
β -Lactoglobulin), 25 % Lactose, 5 % Fett, 64 % Asche, < 5 % Wasser.
Alle zu chromatographischen Bestimmungen eingesetzten Flißmittel wurden mit Reinst-
wasser hergestellt, membranfiltriert und 15 min im Ultraschllbad entgast.
3.2 Material und Geräte
Liste der verwendeten Materialien und Geräte sofern nicht an entsprechender Stelle detail-
liert beschrieben:
Analysenwaage BP 121S und BP 3100S, Sartorius, Göttingen
Aminosäureanalysator LKB-alpha plus Biochrom, Cambridge, UK
Blutzählkammer Tiefe 0,1 mm, 1/25 + 1/400 mm2, Bürker-Türk Feinoptik,
Bad Blankenburg
Dialyse Dialyse-Cellulose Memban, Ausschlußgröße 12kDa,
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Elektronenmikroskop Rasterelektronenmikroskop DSM 982 GEMINI mit thermischer
Feldemissionskathode, Carl Zeiss, Oberkochen
und AGAR Manual Sputter Coater B7340, Agar Scientific Ltd.,
Stansted, Essex, England
Transmissionselektronenmikroskop FEI Company, Philips,
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Niederlande, mit Gefrieranlage Jet-Gefriergerät JFD 030
und Hochvakuum-Gefrierätzanlage BA 360 M
Balzers, Lichtenstein
Elektrophorese Elektrophoresekammer vertikal SE 600, Gradient-Gießkammer
SG50, Scientific Instruments, San Francisco
Schüttelplatte Polymax 1040, Heidolph Instruments, Schwabach
Scanner Mastek Scanexpress 12000 SP, Mastek
Villingen-Schwenningen
Software Image Master 1D Elite, Amersham Biosciences
München
Fluoreszenz- F-4500, Hitachi, Pleasanton, US
spectrophotometer
Gefriertrocknungs- ALPHA 1-2, Christ, Osterode
anlagen BETA 1-8K, Christ, Osterode
Hydrolyseröhrchen 20 ml, Schott Glas, Mainz
Kalorimeter Wärmestromkalorimeter DSC 121, Setaram, Frankreich
Kjeldahl-Anlage Büchi Scrubber B-414, Digestion Unit K-435 und Destillation
Unit B-324, Büchi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz
Dosimat 775 Metrohm mit Metrohm Stirrer 728,
Methrom, Filderstadt
Kolbenhubpipetten Eppendorf Reference und Research, unterschi dliche Volumina,
Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg
Küvetten Einmal-Küvetten, 2,5 ml, Brand GmbH, Wertheim
Lichtmikroskop Forschungsmikroskop LUMIPAN Carl Zeiss, Jena mit
Kodak Digital Science DC 40 Camera, Kodak GmbH, Stuttgart
Mikroskop Axiostar Carl Zeiss, Jena
Mikroskop Jena Labor SFBN Mechanik, Bucha/Jena
Membranfilter RC-L-55, regenerierte Cellulose, Durchmesser 47 mm,
Porengröße 0,45µm, unsteril, Schleicher und Schüll, Dassel
Spritzenvorsatzfilter SPARTAN 13/0,2 RC, regenerierte
Cellulose, Durchmesser 13 mm, Porengröße 0,45µm und
0,2 µm, Schleicher und Schüll, Dassel
Penetrometer PNR10, Petrotest Instruments, Dahlewitz
pH-Meßgerät inoLab level 2, WTW, Weinheim
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Photometer Ultrospek 1000, Pharmacia Biotech, Freiburg
Reagenzglasschüttler MS1 Minishaker, IKA Labortechnik, Staufen
Reaktionsgefäße 1,5 ml und 2,0 ml, safe-lock, Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg
Rollrandschnapp- 10 ml, VWR International, Darmstadt
deckelgläser
Rotationsverdampfer Laborota 4000, Heidolph, Schwabach
Rühr- und Heizwerk RH basic mit Thermometer ETS-D4 fuzzy, IKA Labortechnik
Staufen
Schraubreagenzgläser Duran 12 mm x 100 mm, GL 14 und Duran 16 mm x 160 mm,
GL 18, Schott Glaswerke, Mainz
Temperierbad Haake K 15 mit Thermostat Haake DC 10, GebrüderHaake
Karlsruhe
Tensiometer Dataphysics DCAT 11, Wilhelmy Platte Pt 11 nach DIN 53914,
Software SCAT 12, DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt
Texturanalyse Texture Analyser TA-XT2i, Meßzelle 50-1 kg,Meßstempel
mit 6 mm Durchmesser, Stable Micro Systems, Surrey, UK
Thermomix TM21, Vorwerk, Wuppertal
Trockenschrank Modell 200, Memmert, Schwabach
Ultraschallbad Ultraschallbad RK50, Bandelin, Berlin
Ultra-Turax Janke und Kunkel GmbH / CO. KG-IKA Labortechnik,Staufen
Vakuumkonzentrator Speed Vac Plus SC 110 AR mit Universal Vacuum System Plus
UVS40 A, Avant, Farmingdale, USA
Savant SPD 131 DDA speed vac, Global Medical Instrumentation,
Ramsey, Minnesota, USA
Vakuumpumpe CVC 2, Vacuubrand, Wertheim
Wärmestrom- DSC 121, Setaram, Frankreich
kalorimeter
Zentrifugen Biofuge pico, Heraeus Instruments, Hanau
Centrifuge 5804R, Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg
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100 g Natriumhydroxid Plätzchen einwiegen und auf 1 l mit des. Wasser auffüllen.
Borsäure 2 %
100 g Borsäure einwiegen und mit destilliertem Wasser auf 5 l auffüllen.
Schwefelsäure 0,1 N
Der Inhalt einer Schwefelsäureampulle Testal in einen Maßkolben überführen und mit de-
stilliertem Wasser auf 1 l auffüllen.
Mischindikator nach Tashiro
Lösung A:
150 mg Methylrot in 365 ml Ethanol (96 % vol.) lösen und mit destilliertem Wasser auf
500 ml auffüllen.
Lösung B:
100 mg Methylenblau in einen 100 ml Maßkolben einwiegen und mit destilliertem Wasser
auffüllen.
Indikator:
100 ml der Lösung A und 15 ml der Lösung B miteinander vermischen.
Proteinbestimmung
Zur Überprüfung des Proteingehaltes des Molkenpulvers ca.0,05 g in den Kjeldahlkol-
ben geben und eine Spatelspitze Katalysatorgemisch nach Wieniger zugeben und mit 10 ml
Schwefelsäure erhitzen. Der Aufschluss ist beendet, wenn die Lösung klar erscheint. Nach
dem Abkühlen den Kolben direkt mit seinem gesamten Inhalt zur automatischen Destillation
an der Destillationapparatur Büchi B-324 einsetzen. Das Destillat in einer Borsäurelösung
(2 %) auffangen und direkt im Anschluss mit 0,1 N Schwefelsäure gegen Tashiro-Indikator
titrieren. Die Titration erfolgt mittels Dosierautomat bis zum Farbumschlag von grün nach
violett.
Auf gleiche Weise zur Bestimmung der Wiederfindung mit Ammoniusulfat vorgehen, wobei
den Feststoff direkt in den Aufschlusskolben einwiegen. Für den Blindwert analog verfah-
ren, jedoch ohne Probeneinwaage.









3.4 Lactosylierung der Molkenproteine
Die Reaktion der Molkenproteine erfolgt mit der im verwendeten Molkenproteinpulver (Mi-
lacteal 60: 60 % Protein, 25 % Laktose, 5 % Fett, 4 % Asche, <5 % Wasser) enthaltenen Lak-
tose bei 60◦C im Trockenschrank unter Variation der Erhitzungszeit (6,12, 18, 24, 60 und
96 Stunden). Das Lysin-Laktoseverhältnis beträgt dabei 1:2,03, der aw-Wert 0,5.
Für die Durchführung 2 l-Schottflaschen mit ca. 300 g Molkenproteinpulver füllen sowie zur
besseren Wärmeverteilung mit Aluminiumfolie umwickeln. Die Proben nach abgeschlosse-
ner Reaktion kühlen und bei ca. 5◦C aufbewahren.
3.5 Bestimmung der Lysinmodifizierung
(Glykosylierungsgrad)
3.5.1 Probenvorbereitung für die Aminosäureanalyse
Saure Hydrolyse
10 mg der jeweiligen Probe auf 1 mg genau in SchottR©-Schraubreagenzgläser einwie-
gen, mit 10 ml 6 N Salzsäure versetzen und nach Verschließen und Umschütteln in einem
vorgeheizten Sandbad im Trockenschrank 23 h bei 110◦C hydrolysieren. Zur Dichtheits-
kontrolle die Reagenzgläser vor und nach der Hydrolyse wiegen. Anschließend die Ansätze
im Eisbad abkühlen, nach Filtration über ein Weißbandfilterein Aliquot abnehmen (1 ml)
und in einer Vakuumzentrifuge zur Trockne einengen. Den Rückstand in 1 ml Natriumci-
tratpuffer (0,2 mol/l, pH 2,2) aufnehmen (Henle et al. 1991), 15 Minuten mit Ultraschallbad
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behandeln und danach gut mittels Vortex durchmischen. Vor der Aminosäureanalyse die
Lösung durch 0,45µm regenerierten Cellulosefilter filtrieren. 20µm der Lösung direkt in
den Aminosäureanalysator einspritzen.
3.5.2 Aminosäureanalyse (ASA)
Gerät Alpha Plus Aminosäureanalysator (LKB Biochrom, Cambridge, UK)
Säule PEEK (4,6 x 125) mm
Kationenaustauscher Harz 5µm, Serie 686, Analysentechnik K. Grüning, Olching
Fluss 0,27 ml/min
Temperaturgradient 55 bis 85◦C
Detektion Nachsäulenderivatisierung mit Ninhydrin
Detektor VIS-Photometer,λ = 570 nm
Puffer sieheHenle et al.(1991) undKrause(2005)
Methode sieheHenle et al.(1991) undKrause(2005)
3.5.3 Auswertung
Integration der Peaks mittels Eurochrom 2000 chromatography Software (Knauer GmbH,
Berlin) durchführen. Es erfolgt mindestens eine Dreifachbestimmung. Nach der Furosin-
Bestimmung erfolgt die Berechnung der Lysinmodifizierung nach Finot et al.(1977) unter
Benutzung der Umrechnungsfaktoren vonKrause et al.(2003).
3.6 Bestimmung des Oligomerisierungsgrades




6 M Harnstoff / 0,1 M NaCl / 0,1 M Phosphat / 0,1 % 3-[3-Cholamidopropyl)dimethylammon-
ium]-1-propansulfonat (CHAPS); pH 6,8
360,36 g Harnstoff, 5,84 g NaCl, 17,80 g Na2HPO4*2H2O und 1,0 g 3-[3-Cholamidopropyl)-
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dimethyl-ammonium]-1-propansulfonat (CHAPS) in ca. 800 mlbidest. Wasser lösen, mit
konz. HCl auf pH 6,80 einstellen und mit bidest. Wasser auf 1000 ml auffüllen, membranfil-
trieren (0,45µm) und entgasen. Die Lösung ist bei 4◦C eine Woche haltbar.
Probenpuffer
6 M Harnstoff / 0,1 M NaCl / 0,1 M Phosphat / 0,1 % 3-[3-Cholamidopropyl)dimethylammon-
ium]-1-propansulfonat (CHAPS)/ 1 %DTT; pH= 6,8
Die Herstellung erfolgt entsprechend dem Elutionspuffer unter Zusatz von 1 g 1,4-Dithiothrei-
tol auf 100 ml Elutionspuffer.
Molkenproben
2 mg Molkenpulver pro 2 ml Elutionspuffer bzw. Probenpuffermiteinander vermengen
und um eine vollständige Reduktion zu erreichen, ca. 24 h bei 4◦C inkubieren. Um eventuel-
le Verunreinigungen zu beseitigen, vor der GPC membranfiltrieren (0,45µm).
3.6.2 Gelpermeationschromatographie (GPC)
System Wellchrom Knauer mit Autosampler A-900,
HPLC-Pumpe K-1001, Injektor, UV-Detektor K-2501
(ausschliesslich WellChrom Knauer, Berlin)
Säule Superdex 200HR 10/30, Pharmacia, Freiburg
Fluss 0,5 ml/min
Injektionsvolumen 150µm
Probenkonzentration 0,1 % Proteinlösung
Detektion UV/VISλ = 280 nm
Datenaufnahme ECW 2000 Integration Package Software Version 1.2.
3.7 Dialyse der Molkenlösungen
Chemikalien und Lösungen
Essigsäure 5 %
Synthetisches Milchultrafiltrat (SMUF) pH 6,8 nach Jennessund Koops (1962):
• Lösung A:
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15,80 g Kaliumdihydrogenphosphat, 12,0 g Kaliumcitrat, 17,9 g Natriumcitrat, 1,8 g
Kaliumsulfat und 6,0 g Kaliumchlorid einwiegen und mit destilliertem Wasser auf
200 ml auffüllen.
• Lösung B:
13,19 g Calciumchlorid und 6,51 g Magnesiumchlorid in 200 ml mit destilliertem Was-
ser lösen.
Zur Herstellung der SMUF-Lösung 20 ml Lösung A in 800 ml destilliertem Wasser vor-
legen, 0,30 g Kaliumcarbonat und 20 ml Lösung B zufügen und den pH-Wert mit 0,1 N
Kaliumhydroxidlösung auf 6,8 einstellen. Zum Schluss auf 1000 ml aufgefüllen.
Durchführung der Dialyse
Für die Dialyse die Celluloseschläuche (Ausschlussgröße 12kDa) mindestens 24 Stunden
in 5 %iger Essigsäure einweichen sowie anschliessend mit destilliertem Wasser sorgfältig
spülen. Jeweils 80 ml der 0,4 %igen Molkenproteinlösungen in die vorbereiteten Schläu-
che einfüllen und nacheinander je 24 Stunden gegen fließendes Leitungswasser, destilliertes
Wasser und gegen synthetisches Milchultrafiltrat bei 6◦C dialysieren, um die freie Lacto-
se zu entfernen. Die Lösung quantitativ in einen Maßkolben überf hren und mit SMUF zu
100 ml auffüllen. Da der Proteingehalt des Molkenpulvers 60% beträgt, resultieren für die
Probelösungen Proteinkonzentrationen von ca. 0,2 %.
3.8 Erhitzungsexperimente
Von den dialysierten als auch nicht-dialysierten Molkenproteinlösungen (in SMUF bzw.
dest. Wasser) 10 ml in Reagenzgläser geben und diese mit Gummistopfen verschliessen. Im
vortemperierten Wasserbad bei 75, 80, 85 und 90◦C zu verschiedenen Zeiten (5, 10, 15, 20,
25, 30 min) erhitzen. Danach sofort im Eiswasser kühlen.
3.9 Bestimmung des Denaturierungsgrades
(RP-HPLC)
Probenvorbereitung und Wahl der Analysenbedingungen erfolgt nach einer standardisier-
ten Methode der International Dairy Federation zur Bestimmung des säurelöslichenβ -Lg
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(IDF-Standard 1996) in Anlehnung anResmini et al.(1989), Block et al.(1998), Bouhallab
et al. (1999), Clawin-Rädecker et al.(2000b), Morales et al.(2000). Die im Bereich ihres
isoelektrischen Punktes löslichen Molkenproteine chromat gr phisch an einer Umkehrpha-
se trennen und nach UV-Detektion quantifizieren.
Chemikalien und Lösungen
Acetonitril 100 %




Zur Herstellung einer 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat-Lösung 3,12 g Salz einwie-
gen und im Maßkolben zu 100 ml mit destilliertem Wasser auffüllen.
• Lösung B:
3,56 g Dinatriumhydrogenphosphat einwiegen und mit destilli r em Wasser auf 100 ml
auffüllen.
57 ml Lösung A und 43 ml Lösung B mischen und auf 200 ml mit destilliertem Wasser
auffüllen.
3.9.1 Durchführung
Zur Probenvorbereitung die erhitzten sowie nativen Probenunter ständigem Rühren bei Ver-
wendung eines pH-Meters mit 2 N bzw. 0,3 N Salzsäure auf pH 4,6ansäuern. Nach mindes-
tens 20 minütigem Stehen für 20 Minuten bei 2000 U/min zentrifugieren. Vom Überstand
3 ml in einen 10 ml Maßkolben überführen und mit Phosphatpuffer bis zur Marke auffül-
len. Nach gründlichem Mischen eine Stunde stehen lassen unddurch 45µm Mikrofilter in
Glasvials filtrieren.
Zur Herstellung der Standardlösung 10 mgβ -Lg in einen 25 ml Maßkolben einwiegen und
mit Phosphatpuffer bis zur Marke auffüllen. Diese Lösung nach Filtration direkt zur chro-
matographischen Messung verwenden.
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3.9.2 Analytische HPLC
Agilent 1100 mit Autosampler G1329A, binärer Hochdruckpume G1312A, UV-Detektor
G1315B, Säulenofen G1316A, Degasser G1379A, Fluoreszenzdetektor G1321A, Rechner-
gestützte Datenaufnahme mittels ChemStation for LC 3D (ausschlie slich Agilent Techno-
logies, Waldbronn)
Knauer WellChrom HPLC-System, Solvent Organizer K-1500, 2 Pumpen K-1001, UV-
Detektor K-2701, DAD-Detektor K-2700, Säulenthermostat,4-Kanal Degasser K-5004,
Rechnergestützte Datenaufnahme mittels Knauer WellChrom (ausschliesslich Knauer, Ber-
lin)
HPLC-Bedingungen
Trennsäule PLRP-S, 8µm, 300 A, 150 x 4,6 mm
Polymer Laboratories, Darmstadt
Fließmittel A Trifuoressigsäure 0,1 % in Wasser (v/v)





Detektion DAD 205 nm und 280 nm
Tab. 3-1: Elutionsgradient für die RP-HPLC
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3.10 Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)
Die Untersuchungen erfolgen nach Praktikumsvorschrift der Professur für Lebensmittel-
chemie der Technischen Universität Dresden in Anlehnung anM derson et al.(1998),
Morgan et al.(1999a), Bertrand-Harb et al.(2002), Chevalier et al.(2002), Anema et al.
(2006).
Die zu untersuchenden Proteine nach Vorbehandlung mit Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS)
auffalten und die Anionen mit einer negativen Ladung anlagern lassen. Auf einem Poly-
acrylamidgel (PAG) erfolgt unter der Wirkung eines elektrischen Feldes die Auftrennung
nach Molekulargewicht. Die aufgetrennten Proteine durch Zusatz eines Farbstoffes einfär-




52,4 % Acrylamid / 1,6 % Methylenbisacrylamid
26,19 g Acrylamid und 0,81 g Methylenbisacrylamid in bidestilliertem Wasser lösen und auf
50 ml auffüllen. Die hergestellte Lösung ist eine Woche bei 4◦C haltbar.
Trenngelpuffer pH 8,5
3,2 M Tris / 11,1 mM SDS pH = 8,5
19,47 g Tris und 0,16 g SDS auf 50 ml mit bidestilliertem Wasser auffüllen und mit 6 N Salz-
säure auf pH 8,5 einstellen. Die erzeugte Lösung ist ein Jahrbei 4◦C haltbar.
Per-Lösung
1,5 M Ammoniumperoxodisulfat
430 mg Ammoniumperoxodisulfat in 1 ml bidestilliertem Wasser lösen. Die entstehende Lö-
sung ist lichtgeschützt bei Temperaturen um 4◦C höchstens einen Tag haltbar.
Lösungen zur Probenvorbereitung unter reduzierenden Bedingungen
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Probenpuffer
0,8 M Tris / 2 mM EDTA / 70 mM SDS/ 2 % Orange G / 27,6 % Glycerol
4,84 g Tris, 0,03 g EDTA, 1,0 g SDS und 0,01 g Orange G in ca. 25 mlWasser und 13,8 ml
Glycerol (87 %) lösen, mit 6 N HCl auf pH 8,0 einstellen und auf 50 ml bidest. Wasser auf-
füllen. Wenn es sich um feste Proben handelt, die so hergestellt Lösung im Verhältnis 1:1
mit 6 M Harnstofflösung verdünnen, wobei den Harnstoff erst in den Maßkolben einwiegen
und dann im Probenpuffer und bidest. Wasser lösen.
Iodacetamidlösung
16,7 % Iodacetamid




0,15 g Dithiothreitol in 0,2 ml bidestilliertem Wasser lösen.
Harnstofflösung
6 M Harnstoff




Je 10 mg Elektrophoresemarker 4 und 5 in je 1 ml Elektrophoresepuffer lösen. Diese Lö-
sungen anschließend zu gleichen Teilen mischen. Das Proteingem sch enthalten Moleküle
bekannter Größe.
Elektrophoresemarker 4:
Carbonic anhydrase 29000 Da
Albumin egg 45000 Da
Albumin bovine 67000 Da
Phophorylase B 97400 Da
Elektrophoresemarker 5:
Trypsin inhibitor bovine 6500 Da
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Cytochrom C 12500 Da
Trypsin inhibitor soybean 21000 Da
Carbonic anhydrase 29000 Da
Cytochrom
5 mg Cytochrom in 500µ l 6 M Harnstoff lösen.
Pufferlösungen für die Elektrophoresekammer
Anodenpuffer
0,2 M Tris, pH = 8,9
121,1 g Tris in ca. 1 l bidest. Wasser lösen, mit 1 N HCl auf pH 8,9einstellen und auf 5 l mit
bidest. Wasser auffüllen.
Kathodenpuffer
1 M Tris / 0,1 M Tricin / 3,5 mM SDS
12,1 g Tris, 17,9 g Tricin und 1,0 g SDS in ca. 500 ml bidest. Wasser lösen und auf einen 1 l
auffüllen. Keine pH-Wert-Einstellung mit HCl.
Lösungen für Detektion
Fixierlösung
20 g Trichloressigsäure (0,12 M) auf 1 l mit destilliertem Wasser auffüllen.
Blaufärbung
Färbelösung
Wasser / Methanol / Eisessig 65:25:10 (v/v) / 0,04 % CoomassieBrilliantblau G 250
Dest. Wasser, Methanol und Eisessig in einem Verhältnis von65:25:10 mischen und pro
Liter mit 400 mg Coomassie Brilliantblau G 250 versetzen.
Entfärbelösung
Wasser / Methanol / Eisessig 65:25:10 (v/v)
Wasser, Eisessig und Methanol im Verhältnis 65:25:10 mischen.
Silberfärbung
Ethanolische Entfärbelösung
Ethanol (96 %, vergällt) und destilliertes Wasser zu gleichn Anteilen mischen.
Sensibilisierungslösung
4,0 g Natriumthiosulfat in destilliertem Wasser lösen und auf 100 ml auffüllen. Von dieser
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Stammlösung 2,5 ml auf 500 ml auffüllen und 40µ l Formaldehyd (37 %ig) zusetzen.
Imprägnierlösung
1,0 g Silbernitrat in 500 ml Wasser lösen und 375µ l Formaldehyd (37 %ig) zusetzen.
Entwicklerlösung
11,0 g Natriumcarbonat in 500 ml destilliertem Wasser lösenund 500 µ l Formaldehyd
(37 %ig) sowie 25µ l Natriumthiosulfat-Stammlösung (siehe oben) zugeben.
Stopplösung
500 ml einer Lösung aus Methanol, Eisessig und Wasser (25:10:65) 5 ml einer 0,04 -0,05 M
EDTA-Lösung zugeben.
3.10.2 Probenvorbereitung für die SDS-PAGE
Um vielfältige Einflüsse zu untersuchen und diskutieren zu können, wird für die ersten Pro-
ben die gesamte Lösung vor und nach der Erhitzung zu verschiedenen Zeiten verwendet.
In weiteren Ansätzen wird stets zusätzlich auf pH 4,6 eingestellt. Zur Elektrophorese so-
wohl die Gesamtlösung als auch lösliche und unlösliche Fraktion getrennt einsetzen. Das
nach Ansäuern und Zentrifugieren erhaltene Präzipitat völlig in 4,5 ml 6 M Harnstoff lösen.
Zu 1 ml Aliquot 0,5 ml Probenpuffer geben. Der lösliche Überstand in gleicher Weise wie
die Gesamtlösung vorbereiten. Ein Teil mit je einem Teil 6 M Harnstoff und Probenpuffer
versetzen und auf das vorbereitete Gel auftragen. Um späterein qualitative Auswertung
vornehmen zu können, zum Vergleich ein Gemisch aus Elektrophoresemarker 4 und 5 mit
Proteinen bekannter Größe verwenden.
Probenreduktion
Für die Reduzierung der Disulfidbrücken die Proben wie folgt vorbereiten. 10µ l DTT-
Stammlösung zu 500µ l Probenlösung (mit Puffer und Harnstoff) zugeben und 4 min i
siedenden Wasserbad erhitzen. Unter fließendem Wasser kühln, weitere 5µ l DTT-Stamm-
lösung und 50,5µ l Iodacetamidlösung zugeben und vor der Auftragung auf das Gel 30 min
reagieren lassen.
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3.10.3 Herstellung eines Gradientengels
Zur Herstellung eines Dichtegradientengeles (4-20 %) je 7 ml der vorbereiteten Lösungen
für das leichte und schwere Gel in die gekühlte Mischkammer geben. Nach Zugabe von
10 µ l Per-Lösung die Kammern öffnen, wobei durch kontinuierliches Zumischen von leich-
ter zur schweren Lösung ein Gel mit abnehmender Dichte entsteht. Für die Ausbildung des
Dichtegradienten das Gel 15 min im Kühlraum (6◦C) und 30 min bei Raumtemperatur ruhen
lassen. Danach für eine Stunde bei 40◦C polymerisieren lassen, wobei wenigeµ l Wasser
als Verdunstungsschutz auf das Gel auftragen. Zum Schluss ein Spacergel konstanter Dichte
giessen und in dessen Taschen später die Proben einbringen.I das noch flüssige Spacergel
den Probenkamm einsetzen. Um vollständige Polymerisationzu erreichen, das Gel mit Fo-
lie bedecken und über Nacht bei 4◦C lagern.
Tab. 3-2: Herstellung eines Gradientengeles für die SDS-PAGE
Trenngel schwer Trenngel leicht Spacergel
(20 % Acrylamid) (4 % Acrylamid) (20 % Acrylamid)
Acrylamidlösung [ml] 3,704 0,741 0,741
Gelstammpuffer [ml] 3,120 3,120 3.120
Glycerol (87 %) [ml] 3,066 - -
mit bidestilliertem Wasser auf 10 ml auffüllen
TEMED [ µ l] 10 10 10
Lösungen im Vakuum entlüften
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Gel Gradientengel (4-20 % Acrylamid)
Spacergel (4 % Acrylamid)
Elektrophoreseprogramm
In Tab.3-3 ist das verwendete Elektrophoreseprogramm näher beschrieben. Werden zwei
Gele gleichzeitig der Elektrophorese unterzogen, die Stromstärke jeder Phase verdoppeln.
Tab. 3-3: Elektrophoreseprogramm
Phase Zeit [h] Spannung [mA] Stromstärke [V]
1 1 400 25
2 3 800 55
5 1 800 55
3.10.5 Detektion
Nach erfolgtem Elektrophoreselauf das Gel vorsichtig aus den Glasplatten lösen und für
20 min fixieren, danach 3mal mit dest. Wasser waschen und für 15-20 min färben. Um das
Gel auswerten zu können, zweimal für 20-30 min mit Entfärbelösung behandeln. Die De-




Die Untersuchung erfolgt in Anlehnung anRelkin (1994), Jou und Harper(1996), Verheul
et al.(1998), Broersen et al.(2004), van Teeffelen et al.(2005).
3.11.1 Probenvorbereitung und Durchführung
Für die Thermoanalyse Molkenproteinlösungen mit definierter Konzentration herstellen, um
den Vergleich untereinander zu gewährleisten. Die Proben nach Einschluss in Probentiegel
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aus Edelstahl mit konstanter Geschwindigkeit erwärmen. Die dazu benötigte Energie wird
registriert und mit einer Referenz verglichen. Die ermittelte Energiedifferenz in Abhängig-
keit der Temperatur auftragen.
Für die DSC-Analyse muss der Proteingehalt höher als die bisher verwendeten Lösun-
gen gewählt werden. Deshalb die dialysierten Lösungen einfri ren und anschließend ge-
friertrocknen. Aus dem dabei erhaltenen laktosefreien Molkenproteinpulvern nach Zugabe
von destilliertem Wasser etwa 25%-ige Probelösungen herstellen. Als nicht glykosylierte
Probe dient eine ca. 25%-ige Lösung von gefriergetrocknetem β -Lg-Standard in destillier-
tem Wasser und in SMUF. Eine zweite Probenreihe ohne vorherige D alyse und Gefrier-
trocknung untersuchen, um den Einfluss freier Laktose aufzuzeigen. Dazu direkt 25%-ige
Lösungen der verschieden glykosylierten Molkenpulver herstellen. Da das verwendete Mol-
kenpulver bereits einen produktspezifischen Salzgehalt aufweist, in destilliertem Wasser lö-
sen.
3.11.2 DSC-Analyse
Die Thermoanalyse wurde freundlicherweise von Frau A. Göpfert (Institut für Physikalische
Chemie und Elektrochemie, Technische Universität Dresden)urchgeführt.
Für die DSC 60 bis maximal 100 mg der vorbereiteten Lösungen in Edelstahlstahlkap-
seln geben, dabei genau einwiegen. Danach kalt verschweißen und den Inhalt luftdicht ein-
schließen. Im Messraum des Kalorimeters erfolgt nach Temperierung der Probe auf 20◦C
die Erhitzung mit 5◦C / min zu 120◦C.
3.12 Fluoreszenzanalytik
Die Untersuchung erfolgt in Anlehnung anManderson et al.(1999), Palazolo et al.(2000),
Lotte (2004) an der Professur für Allgemeine Biochemie der Technischen Universität Dres-
den.
3.12.1 Probenherstellung
Auf Literaturangaben basierend aus den verschieden glykosylierten Molkenproteinpulvern
0,5%-ige Lösungen herstellen und wie unter3.7angegeben dialysieren. Für alle Messungen
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jeweils 1 ml Proteinlösung im Maßkolben auf 5 ml verdünnen.
3.12.2 Hitzedenaturierung
5 ml der Molkenproteinlösungen (0,5%-ig in Wasser) 10 Minute bei 80◦C im Wasserbad
erhitzen und danach sofort mit Eiswasser kühlen. Das Fluoreszenzspektrum bei konstanter




Messbereich 300 - 400 nm
Scan speed 60 nm / min
Sensitivität 1 Messpunkt / nm
3.13 Bestimmung der Oberflächenspannung
Die Bestimmung der Oberflächenspannung erfolgt am Institut für Lebensmittel- und Bio-
verfahrentechnik der Technischen Universität Dresden.
Chemikalien und Lösungen
Phosphatpuffer nach Sörensen
Für die Herstellung des Phosphatpuffers nach Sörensen werden zunächst die beiden Lösun-
gen A und B benötigt.
Herstellung Lösung A:
9,078 g Kaliumdihydrogenphosphat einwiegen und auf 1 l mit bidestilliertem Wasser auf-
füllen.
Herstellung Lösung B:
11,876 g Dinatriumhydrogenphosphat einwiegen und mit bidest lli rtem auf 1 l Wasser auf-
füllen.
Herstellung Puffer (pH 8,0)
5,5 ml der Lösung A mit 95,5 ml der Lösung B mischen.
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Herstellung Puffer (pH 6,1)
81,5 ml der Lösung A mit 18,5 ml der Lösung B mischen.
Stammlösung der Molkenproteine mit unterschiedlichen Glykos lierungsgraden:
Das Molkenproteinpulver der Firma Milei ist durch einen Proteingehalt von 60 % gekenn-
zeichnet. Für die Herstellung von Stammlösungen mit einer Konzentration von 10 g / l an
Protein deshalb etwa 1,667 g auf 0,1 mg genau einwiegen und auf 100 ml mit Phosphatpuf-
fer (pH = 6,1) auffüllen. Erhaltene Ergebnisse auf den Proteingehalt beziehen. Die Stamm-
lösungen im gefrorenen Zustand lagern.
Verdünnungsreihe der Molkenproteine mit unterschiedlichen Glykosylierungsgraden:
Die Verdünnung der Molkenproteinstammlösungen erfolgt so, dass Endkonzentrationen von
0,1 g / l, 0,01 g / l, 0,001 g / l, 0,005 g / l, 0,5 g / l und 0,0001 g / lresultieren, wobei die ent-
sprechenden Lösungen auf 100 ml mit Phosphatpuffer (pH = 6,1) auffüllen. Zur Berechnung
der Konzentration die Proteinkonzentration zugrunde legen.
Verdünnungsreihe Natriumcaseinat mit Lactose modifiziert:
Die Verdünnung der Natriumcaseinatproben erfolgt auf gleich Weise der Verdünnung der
Molkenproteine. Allerdings bildet die Einwaagenmenge dieBerechnungsgrundlage. Der
später ermittelte Proteingehalt der jeweiligen Stammlösungen separat bestimmen.
Verdünnungsreihe Lecithin:
Die Verdünnung des Lecithins erfolgt auf gleiche Weise der Verdünnung der Molkenprotei-
ne, wobei noch eine zusätzliche Verdünnungsstufe von 0,01 mg / l verwenden.
3.13.1 Erhitzungsversuch
5 ml der Molkenproteinlösungen 10 Minuten bei 80◦C im Wasserbad erhitzen und danach
sofort mit Eiswasser kühlen.
3.13.2 Messung mit Wilhelmy Platte Pt 11
Bevor die Oberflächenspannung unbekannter Proben ermitteltwird, das Gerätes mit destil-
liertem Wasser überprüfen. Anschließend die Oberflächenspannung der verdünnten Lösun-
gen sowohl der Natriumcaseinat-, als auch der Molkenproteinproben und Lecithin bestim-
men.
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Messparameter zur Oberflächenspannungsbestimmung
Generelle Messbedingungen:




(Oberflächendetektion) 1,00 mm / s
Oberflächendetektionsgrenzwert 1 mg
Anzahl Messpunkt pro Sekunde 1
Abbruch- und Evaluationsbedingungen:
Anzahl Messpunkt pro Sekunde 1
Mittelwert der letzten n Messungen n = 100
Abbruch, wenn Standardabweichung < 0,03 mN / m wird deaktiviert
manuell, nach 20 Minuten
3.13.3 Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration
(CMC)
Die Messung der Oberflächenspannung in Äbhängigkeit der Proteinkonzentration erlaubt
die Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC). Hierfür die Oberflä-
chenspannung gegen die Konzentration des Proteins auftragen. Für die Bestimmung der
CMC aus den Messpunkten der Konzentrationsreihe zwei lineare Be eiche ermitteln. Die
CMC ergibt sich dabei aus dem Schnittpunkt der Geraden für denkonzentrationsabhän-
gigen Bereich und für den konzentrationsunabhängigen Bereich (Piispanen 2002, Figura
2004).
Die Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration CMC (siehe Abb.2-6) rech-
nerisch über Geradenschnittformel ermitteln (aus dem Schnittpu kt der beiden linearen
Ausgleichsgeraden).
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3.14 Trübungsmessung (photometrisch)
Die Trübungsmessung nach der Vorschrift vonPearce und Kinsella(1978) durchführen.
Chemikalien und Lösungen
Phosphatpuffer nach Sörensen (pH = 6,1)
siehe3.13
Phosphatpuffer nach Sörensen (pH = 7,4)
siehe3.13.
Hier 18,2 ml der Lösung A mit 81,8 ml der Lösung B vermischen.
Phosphatpuffer nach Sörensen (pH = 5,5)
siehe3.13.
Hier 96,1 ml der Lösung A mit 3,9 ml der Lösung B vermischen.
Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,1 %
1 g SDS in einen 1 l Maßkolben einwiegen und mit bidestilliertem Wasser auffüllen.
Proteinlösungen
siehe3.13
3.14.1 Herstellen der Emulsion
Zur Herstellung der Emulsionen 15 ml der Proteinlösung (0,1g / l) und 5 ml Maiskeimöl in
ein 30 ml Becherglas geben. Mit dem Ultra-Turax eine Minute lang mit einer Drehzahl von
12000 rpm emulgieren.
3.14.2 Messung der Trübung
Aus den frisch hergestellten Emulsionen im Abstand von einer Minute (0 -10 min) Aliquote
von 50 µ l entnehmen und mit 2,5 ml einer 0,1 % SDS-Lösung verdünnen.
Die Absorption der verdünnten Emulsionen in einer 1 cm-Küvette (Einmalküvette) photo-
metrisch bei einer Wellenlänge von 500 nm gegen Wasser bestimmen.
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3.15 Mikroskopische Untersuchung
(Lichtmikroskopie)
Die lichtmikroskopischen Messungen erfolgten am Institutfür Biochemie der Technischen
Universität Dresden.
Chemikalien und Lösungen
Anfärbung des Maiskeimöls mit Sudanschwarz:
0,16 g Sudanschwarz zu etwa 70 g Maiskeimöl geben und mithilfe eines Magnetrührgerätes
darin lösen.
Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,1 %
siehe3.14
Molkenproteinlösung unterschiedlichen Glykosylierungsgrades:
Zur Herstellung der Lösung mit einer Proteinkonzentrationv 5 g / l die unter3.13 be-
schriebenen Stammlösungen im Verhältnis 1:1 mit Phosphatpuffer (pH = 6,1) verdünnen.
Natriumcaseinatlösung mit Lactose modifiziert:
Zur Herstellung der Lösung mit einer Proteinkonzentrationv 5 g / l die unter3.13 be-
schriebenen Stammlösungen entsprechend mit Phosphatpuffer (pH = 6,1) verdünnen.
Durchführung der Lichtmikroskopie
Zunächst eine Emulsion aus 10 ml der hergestellten Proteinlösu g (5 g /l) und 1 ml ge-
färbten Maiskeimöl herstellen, wobei mit einem Ultra-Turax zwei Minuten lang bei einer
Drehzahl von 12000 rpm homogenisieren. Sofort nach dem Emulgieren ein Aliquot der
Emulsion entnehmen und mit 0,1 % SDS-Lösung im Verhältnis 1:100 verdünnen. Etwa
5 µ l dieser Lösung in eine Neubauerkammer zur mikroskopischenUntersuchung überfüh-
ren.
Die (digitalen) Photographien der Präparate mithilfe geein ter Bildbearbeitungssoftware
manuell auswerten.
Mikroskop: Vergrößerung 1:400
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3.16 Herstellung der
Modellschmelzkäsezubereitung
Die Modell-Schmelzkäsezubereitung unter Zusatz von unterschiedlich glykosylierten Pro-
teinen hergestellen. Hierfür das Protein mit gewünschten Glykosylierungsgrad einsetzen.
Die Butter (nach NIZO-Verfahren hergestellt) sowie Blockkäse der Sorte Chester sind von
der Hochland AG, die Schmelzsalze Trinatriumorthophosphat (N53-40) als auch das lang-
kettige Polyphosphat (N16-63) von der Budenheim KG zur Verfügung gestellt worden.
Die Zutaten (siehe Tab.3-4) für einen 500 g-Ansatz miteinander vermischen und in einem
Thermomix TM21 (Vorwerk) auf Stufe 1 für 1 min homogenisieren. Anschließend erfolgt
eine indirekte Erhitzung auf Stufe 4 für 7 min. Die Temperatuje nach Fragestellung zwi-
schen 80, 85, 90, 100◦C variiren. Abschließend heiß in 30 ml-Becher einfüllen und nach
dem Erkalten mit Aluminiumfolie verschliessen. Lagerung bei 6◦C.
Tab. 3-4: Rezeptur zur Herstellung einer Modellschmelzkäsezubereitung; mit langkettigen Poly-
phosphat∗ und Trinatriumorthophosphat∗∗ als Schmelzsalze
Zutaten Chester- Wasser Butter Protein N16-63 Koch- N53-40 Natrium-
käse (Milei 60) ∗ salz ∗∗ citrat
in [%] 40 31,1 13 12,8 1,6 0,7 0,4 0,4
500 g
-Ansatz 200 155,5 65 64 8 3,5 2 2
3.17 Bestimmung des NPN-Wertes
Die Bestimmung des NPN-Wertes nach der Praktikumsvorschrift der Professur für Lebens-
mittelchemie an der Technischen Universität Dresden durchführen.
Zehn Blöcke von jeweils ca. 200 g Chester-Käse (siehe3.16) je bei 6◦C und 20◦C für
einen Zeitraum von 0-10 Wochen lagern und in einem Abstand von 7 Tagen jeweils eine
Probe (ca. 10 g) zur Bestimmung des Nicht-Protein-Stickstoffs (NPN) entnehmen. Bei jeder
Probennahme einen gesonderten Käseblock verwenden.
Chemikalien und Lösungen
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Trichloressigsäure 12 %
12 g Trichloressigsäure einwiegen und auf 100 ml mit dest. Wasser auffüllen.
Trichloressigsäure 48 %
48 g Trichloressigsäure einwiegen und auf 100 ml mit dest. Wasser auffüllen.
Katalysatorgemisch nach Wieninger, Natronlauge 10 %, Borsäure 2 %, Schwefelsäure
0,1 N, Mischindikator nach Tashiro siehe3.3.
Probenvorbereitung
Je 2,0 g Probe (Chester-Käse) in 50 ml-Maßkolben einwiegen und unter Umschwenken
mit je 7 ml Wasser sowie je 2 ml 48 %-ige Trichloressigsäure versetzen. Für den Blindwert
7,5 g Wasser mit 2 ml 48 %-ige Trichloressigsäure versetzen.Die Kolben verschließen und
ca. 10 min zum Lösen der Probe ins Ultraschallbad stellen sowie anschließend 20 min bei
30-35◦C im Wasserbad temperieren. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur mit 12 %-ige Tri-
chloressigsäure bis zur Marke auffüllen. Die Proben durch einen trockenen Filter filtrieren
und je 25 ml in Kjeldahlkolben überführen.
3.17.1 Durchführung der Bestimmung
Zu allen Kjeldahlkolben je eine Spatelspitze Katalysatorgemisch nach Wieniger und 15 ml
Schwefelsäure zugeben. Der Aufschluss erfolgt im Aufschlussblock. Dieser ist beendet,
wenn die Lösung klar erscheint. Nach dem Abkühlen der Kolbenunter Zusatz von 15 ml
Wasser mit seinem gesamten Inhalt zur automatischen Destillation an der Destillationap-
paratur Büchi B-324 einsetzen. Das Destillat in einer Borsäurelösung (2 %) auffangen und
direkt im Anschluss mit 0,1 N Schwefelsäure gegen Tashiro-Indikator titrieren. Die Titrati-
on mittels Dosierautomat bis zum Farbumschlag von grün nachviolett durchführen.
Auf gleiche Weise zur Bestimmung der Wiederfindung mit Ammoniusulfat vorgehen, wobei
den Feststoff direkt in den Aufschlusskolben einwiegen. Für den Blindwert analog verfah-










3.17.2 Berechnung des NPN-Wertes






N Stickstoffgehalt in [mg / g]
a Verbrauch Maßlösung (0,1 N H2SO4) Hauptversuch in [ml]
b Verbrauch Maßlösung (0,1 N H2SO4) Blindversuch in [ml]
1,4007 1 ml Maßlösung entspricht 1,4007 mg Stickstoff
2 Umrechnungsfaktor der verschiedenen Volumina
E Einwaage in [g]
3.18 Texture Analyser (Festigkeitsmessung)
Die Messungen erfolgten am Institut für Lebensmittel- und Bioverfahrenstechnik der Tech-
nischen Universität Dresden.
Die Texture-Analyser ist speziell zur Untersuchung der Textur von Lebensmitteln entwi-
ckelt worden. Dabei wird ein Meßstempel mit einer bestimmten Geschwindigkeit auf oder
in die zu testende Probe gepreßt. Die Messung beginnt mit derBerührung der Probenoberflä-
che unter einem definierten Kraftaufwand und endet mit dem Erreichen einer vorher festge-
setzten Eindringtiefe. Im Ergebnis wird ein Kraft-Weg-Diagr mm aufgenommen, welches
die Festigkeit der Probe charakterisieren soll.
Probenvorbereitung
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Die Proben 24 Std vor der Messung auf 22◦C equilibrieren. Die Messung direkt aus den
30 ml-Bechern mit einem Stempel (Durchmesser von 6 mm) durchführen.
Messparameter des Textur Analysers
Gerät Textur Analysers TA-XT2i,
Stable Micro Systems, Surrey, UK
Test Art Messung der Kraft in Druckrichtung
Meßstempel Durchmesser 6 mm
Wegauflösung Höhe
Meßdauer bis Eindrigtiefe von 10 mm erreicht wird




Geschwindigkeit Vor 1 mm / s
Test 1 mm / s
Rück 2 mm / s
Einheiten Kraft in [N], Weg in [mm]
Meßdatenreihe pps: 25,00
Meßzelle 50-1 kg
Stopp Aufzeichnung bei Ziel
3.19 Penetrometer (Festigkeitsmessung)
Die Messungen erfolgten am Institut für Lebensmittel- und Bioverfahrenstechnik der Tech-
nischen Universität Dresden.
Um die Druckfestigkeit des Lebensmittels pro Flächeneinheit bestimmen zu können, wer-
den sogenannte Penetrometer eingesetzt. Diese bestehen ind r Regel aus einem in einer
vertikalen Führung beweglich gelagerten Stempel und einerMeßuhr bzw. Meßskala, die
das Messen einer Wegstrecke erlaubt. Zur Messung wird der Stempel des Penetrometers in
das jeweilige Lebensmittel eingedrückt und die dabei zurückgelegte Strecke mit der Mess-
3.20 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 63
vorrichtung aufgenommen.
Die Proben 24 Std vor der Messung auf 22◦C equilibrieren. Die Messung direkt aus den
30 ml-Bechern mit einem Konus durchführen.
Messparameter des Penetrometers
Gerät Penetrometer PNR 10,
Petrotest Instruments, Dahlewitz






Die Probenvorbereitung, Präparatabdruck und Bedampfen derProben sowie die transmis-
sionselektronenmikroskopische Analyse erfolgte durch die Fr. Dr. Schrader an der Bundes-
forschungsanstalt für Ernährung und Lebensmittel (BfEL), Institut für Chemie und Techno-
logie der Milch, Standort Kiel.
3.20.1 Probenvorbereitung für die TEM
Einfrieren der Proben
Die Modellschmelzkäseproben in Glycerin einlegen, um die Bildung von Eiskristallen zu
vermeiden. Nach einer Standzeit von 1 Std sehr dünne (0,1µm) und im Vakuum beständige
Präparate herstellen und diese auf ein Goldträgernetzchen(0,7 µm dick, 3,05 mm Durch-
messer, Gilder Netzchen, BAL-TEC, Witten) aufbringen sowieschließlich auf ein kupfernes
Trägerplättchen (flache Oberfläche, 4,5 mm x 3 mm, 0,6 mm hoch,BAL-TEC, Witten) plat-
zieren. Mit einem zweiten Trägerplättchen (mit Vertiefung, 4,5 mm x 3 mm, 0,6 mm hoch,
BAL-TEC, Witten) dieses „Präparat-Sandwich“ oben abschließen, anschließend in den Pro-
benhalter einsetzen und in das Jet-Gefriergerät (JFD 030, Balzers, Lichtenstein) überführen.
Die Proben in Freon (R22) einfrieren (-180◦C) und bis zur Analyse in flüssigen Stickstoff
64 3 Experimenteller Teil
aufbewahren.
Herstellung des Präparatabdrucks (Gefrierbruchtechnik)
Jeweils drei der in flüssigen Stickstoff gelagerten Sandwich-Präparate in eine vorgekühl-
te Doppelabdruckeinrichtung (BAL-TEC,Witten) einführen.Die Abdruckeinrichtung mit
den drei Proben in die Vakuumkammer einer Hochvakuum-Gefrierätzanlage (BA 360 M,
Balzers, Lichtenstein) setzen und befestigen, die Kammer schließen und ein Hochvakuum
aufbauen. Bei einer Temperatur von - 120◦C die Doppelabdruckeinrichtung aufreissen las-
sen, so dass die eingefrorenen Proben gebrochen werden (dieBrechung der Probe erfolgte
entlang innerer Oberflächen). In Abbildung3-1 ist beispielhaft ein Überblick der erzeugten
Strukturen durch die Gefrierbruchtechnik abgebildet.
Abb. 3-1: Bedampfung der Proben nach Gefrierbruch (Pt/C = Platin/Kohlenstoff; C= Kohlenstoff),
ausBorcherding(2004)
Bedampfen der Proben
Im Vakuum Platin und Kohlenstoff (Winkel 45◦) verdampfen wobei sich auf dem Ob-
jekt eine dünne Schicht niederschlägt (Abb.3-1). Zur Verstärkung mit Kohlenstoff (Win-
kel 90◦) beschatten. Nach dem Aufdampfen der Abdruckschicht die Vakuumanlage belüf-
ten die Kupferträger mit den Goldträgernetzchen und den bedampften Bruchstücken ent-
nehmen, in destilliertes Wasser geben und somit die Abdruckschicht isolieren. Um wei-
tere Objektreste von der Kohle-Platin- Schicht zu entfernen, den Abdruck 30 Minuten in
Chlorbleichlauge, wieder in destilliertes Wasser, Aceton und nochmals in destilliertes Was-
ser geben sowie anschließend die Probe auf ein Kupfer-Netz legen und auf Papier trock-
nen.
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3.20.2 Durchführung der TEM
Die mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik hergestellten Präparate mit einem Transmissionselek-
tronenmikroskop untersuchen.
Messparameter des Transmissionselektronenmikroskops
Bedampfung Platin / Kohlenstoff
TEM-Gerät FEI Company, Philips, Niederlande
mit Gefrieranlage Jet-Gefriergerät JFD 030
und Hochvakuum-Gefrierätzanlage,








25 %-ige Glutaraldehydlösung im Verhältnis 1:10 mit dest. Wasser verdünnen.
Ethanol 10-100 %
Ethanol mit dest. Wasser entsprechend verdünnen.
Chloroform
Probenvorbereitung
Die Proben der Modellschmelzkäsezubereitung mit einer Rasierklinge dünn schneiden
(ca. 1 cm x 1 cm x 0,1 cm) sowie anschließend in 2,5 %-iger Glutaraldehydlösung über Nacht
bei 6◦C fixieren.
Anschließend die Proben für je 10 min in aufsteigender Ethanolreihe dehydrieren (in 10 %,
20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 % Ethanol). Nach der Dehydrierung
Entfetten, wobei die Proben für je 30 min unter gelegentlichen umschütteln 3mal in Chlo-
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roform legen. Abschließend erfolgt die Waschung in reinen Ethanol sowie die Gefriertrock-
nung der Proben. Die so vorbereiteten Proben schließlich auf einen Standard-Objektträger
für Rasterelektronenmikroskope kleben.
3.21.1 Durchführung der REM
Die Rasterelektronenmikroskopische Analyse erfolgte durch die Fr. Dipl.Ing. Kern am In-
stitut für Physikalische Chemie und Elektrochemie der Technischen Universität Dresden.
Messparameter des Rasterelektronenmikroskops
Bedampfung Gold / Paladium
mit AGAR Manual Sputter Coater B7340,
Agar Scientific Ltd., Stansted, Essex, England
REM-Gerät DSM 982 GEMINI mit thermischer Feldemissionskathode,
Carl Zeiss, Oberkochen
Vergrösserung 1:2000, 1:5000, 1:10000
Beschleunigungsspannung 2 kV und 4 kV
3.22 Sensorische Untersuchungen
Das sensorische Prüfpanel bestand aus 16 bis 20 Mitarbeitern bzw. Diplomanden der Pro-
fessur für Lebensmittelchemie an der Technischen Universität Dresden (5 männlich, 11 bis
15 weiblich; Alter 23-45). Eine Dreiecksprüfung (Triangel-Test) gemäß DIN ISO 4120, er-
weitert durch eine Hedonische Prüfung mit Entscheidungsbegründung durchführen.
Als Prüfproben dienten Modellschmelzkäsezubereitungen mit unterschiedlichen Glykosy-
lierungsgraden des eingesetzten Molkenpulvers. Die Proben (zwei identische und eine ab-
weichend) von ca. 5 g jeweils in einer verschlossenen Petrischale reichen.
Der Test fand im Sensorik-Labor der Professur für Lebensmittelchemie der Technischen
Universität Dresden statt.
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3.23 Bestimmung der Geruchsschwellenwerte
Verwendete Aromastoffe
• 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanone (= Furaneol)
CAS: 3658-77-3; Summenformel: C6H8O3; molare Masse: 128,13 g / mol
• Butylmethylketon (= 2-Hexanon)
CAS: 591-78-6; Summenformel: C6H12O; molare Masse: 100,1 g / mol
• Butan-2,3-dion (= Diacetyl)
CAS: 431-03-8; Summenformel: C4H6O2; molare Masse: 86,09 g / mol
• 5-Hydroxydecansäurelacton (=δ -Decalacton)
CAS: 705-86-2; Summenformel: C10H18O2; molare Masse: 170,25 g / mol
• Dimethyltrisulfid
CAS: 3658-80-8; Summenformel: C2H6S3; molare Masse: 126,26 g / mol
Das sensorische Prüfpanel bestand aus 20 Studenten der Lebensmitt lchemie der Techni-
schen Universität Dresden. Die Schulung des Panels erfolgte durch wiederholtes Abriechen
der ausgewählten Aromastoffe und diente dem Kennenlernen ud Erkennen der Geruchsde-
skriptoren.
Es wurde die erweiterte Intensitätsprüfung nach DIN 10966 gewählt. Die von den Prü-
fern sensorisch wahrnehmbare Intensität der Aromastofflösung anhand einer Intensitätsskala
(von 0 = nicht erkennbar bis 5 = dominierend; in Einer-Schritten) ausdrücken.
3.23.1 Geruchsschwellenwerte in Wasser
Nach Herstellen einer Stammlösung der jeweiligen Aromastoffe in dest. Wasser diese wie
in der Abb.3-2dargestellt verdünnen.
Der Literaturgeruchsschwellenwert (eingerahmte Konzentration in der Tab.3-5) sollte dabei
in der hergestellten Verdünnungsreihe liegen.
Die Aromastofflösung vor dem Test 2 Stunden bei Raumtemperatur ink bieren und in
durchsichtigen, mit dreistelligen Zufallszahlen beschrifteten Plastikbechern (100 ml) rei-
chen.
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:11:1
Abb. 3-2: Verdünnungsschema der Aromastoffe für die Bestimmung der Geruchsschwellenwerte
Tab. 3-5: Konzentrationen in [ppm] der Aromastoffe in destilliertem Wasser zur Bestimmung der
Geruchsschwellenwerte
Aromastoff Konzentration [ppm] in dest. Wasser
Furaneol 0 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4
Diacetyl 0 4,25 8,5 17 34 68 136 272 544 1088
2-Hexanon 0 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
δ -Decalacton 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 3,2 6,4 12,8
Dimethyltrisulfid 0 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16 0,32 0, 64 1,28 2,56
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3.23.2 Geruchsschwellenwerte in
Molkenproteinlösungen
Nach Herstellen einer Stammlösung der jeweiligen Aromastoffe in 2 %-igen Lösungen un-
terschiedlich modifizierter Molkenproteine (4,6 % Lysmod bzw. 16,7 % Lysmod) diese bis
zum Erreichen der gewünschten Aromastoffkonzentration verdünnen. Verdünnungsschema
analog Abb.3-2
Die Aromastofflösung vor dem Test 2 Stunden bei Raumtemperatur ink bieren und in
durchsichtigen, mit dreistelligen Zufallszahlen beschrifteten Plastikbechern (100 ml) rei-
chen.
Tab. 3-6: Konzentrationen in [ppm] der Aromastoffe in 2 %-iger Proteinlösung zur Bestimmung
der Geruchsschwellenwerte
Aromastoff Konzentration [ppm] in 2 %-iger Proteinlösung
Furaneol 0 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16
Diacetyl 0 4,25 8,5 17 34 68 136 272 544 1088
2-Hexanon 0 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
δ -Decalacton 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 3,2 6,4 12,8
Dimethyltrisulfid 0 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16 0,32 0, 64 1,28 2,56
4 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse
Das Ziel der Arbeit war es, Molkenproteine in einem technologisch relevanten Produkt
nichtenzymatisch zu glykosylieren. Anschließend sollte sowohl die Beschreibung des De-
naturierungsverhaltens als auch der emulgierenden Eigenschaften von diesen Proteinen er-
folgen. Ein maßgeblicher Betrachtungspunkt war dabei die Abhängigkeit der Ergebnisse
hinsichtlich der unterschiedlichen Glykosylierungsgrade der Molkenproteine. Ein weiteres
Ziel war die Untersuchung der Auswirkungen der nichtenzymatischen Glykosylierung in ei-
ner Modellschmelzkäsezubereitung hinsichtlich der Sensorik, Mikrostruktur und Festigkeit.
Zusätzlich sollte die Erfassung der geänderten Geruchsschwellenwerte in unterschiedlich
modifizierten Molkenproteinlösungen ermittelt werden.
4.1 Nichtenzymatische Glykosylierung
Durch die frühe Maillard-Reaktion kommt es zur kovalenten Bindu g reduzierender Zucker
an Lysinseitenketten. Mit Zunahme der Reaktionszeit erhöhtsic das Ausmaß der Glykosy-
lierung. Die Modifizierung mit Lactose findet vor allem an exponierten oder zumindest in
oberflächennahen Bereichen statt. Hydrophobe, in der Tertiärst uktur des Moleküls vergra-
bene Regionen werden daher unwesentlich beeinflusst.
Die Bestimmung von Furosin ist eine geeignete sowie oft angewendete Methode zur Be-
urteilung der Wärmebehandlung und damit des nutritiven Wertes von Lebensmitteln, haupt-
sächlich Milchprodukten. Zudem erlaubt die Furosin-Methode Rückschlüsse auf in vivo
stattfindende Glykosylierungsreaktionen. Für die Quantifizierung der blockierten Lysinsei-
tenketten wurde Furosin, welches während der Säurehydrolyse aus den Amadoriprodukten
des Lysins – N-ε-Lactulosyllysin bzw. N-ε-Fructosyllysin – gebildet wird, mittels Amino-
säureanalyse bestimmt. Beruhend auf dieser Methode kann derrelative Anteil des modifi-
zierten Lysins (d. h. Glykosylierungsgrad) berechnet werden.
Um in späteren Inkubationsexperimenten Proteinpräparatemit relevanten Glykosylierungs-
graden herstellen zu können, wurde zunächst das Ausmaß der früh n Maillard-Reaktion
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Tab. 4-1: Grad der Lysinmodifizierung [%] (Lysmod) in kommerziell erhältlichen Molkenprotein-
präparaten mit Angabe der Standardabweichung; bestimmt mit der Furosin-Methode
Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Lysmod [%] 2,2 4,0 7,6 9,0 10,8 12,5 14,0 14,6 19,5
±0,1 ±0,3 ±0,2 ±0,4 ±0,6 ±0,4 ±0,7 ±1,0 ±1,5
in einigen kommerziell erhältlichen Molkenproteinpräparaten unterschiedlicher Firmen be-
stimmt. Wie aus der Tab.4-1 ersichtlich streuen die Glykosylierungsgrade der untersuchten
Proben zwischen 2,2 % und 19,5 % für vergleichbare Produkte.
Auf Grundlage dieser Bestandsaufnahme sollten gezielt vergleichbare Glykosylierungs-
grade für ein ausgewähltes Molkenproteinprodukt erreichtwerden. In Analogie zuNacka
et al. (1998) und Morgan et al.(1999b) wurden sehr milde Bedingungen für die Maillard-
Reaktion gewählt (trockene Erhitzung bei 60◦C) sowie die Erhitzungszeiten so variiert, dass
gewünschte Modifizierungen erreicht werden konnten. Hierbei sollten vor allem niedrige
Glykosylierungsgrade adäquat zu technologisch relevanten Proben (siehe Tab.4-1) simu-
liert werden. Bei diesen Bedingungen läuft die „frühe“ Maillard-Reaktion ab und demnach
hauptsächlich eine Kondensation von Lactose mit dem jeweiligen Protein. Es wurde ein
kommerziell erhältliches Molkenpulver mit 60 % Protein, 25% Lactose und 5 % Fett ver-
wendet, um Praxisrelevanz zu gewährleisten. Nach Lactosylierung ergaben sich die in der
Tab.4-2 dargestellten Lysinmodifizierungen, die größtenteils – vor allem im Bereich zwi-
schen 4,6 % und 22,4 % – mit den ausgewerteten Handelsproben übereinstimmen. Wie er-
wartet steigt die Lysinmodifizierung und damit die durchschnittliche Anzahl der blockierten
Lysinreste mit der Erhitzungszeit. Die bestimmte Modifizierung von 4,6 % in der nicht-
behandelten Probe (Erhitzungszeit = 0) weist auf eine mögliche Glykosylierung desβ -
Tab. 4-2: Grad der Lysinmodifizierung [%] (Lysmod) des Molkenproteinpräparates in Abhängig-
keit von der Erhitzungszeit [h] bei 60◦C (mit Standardabweichnung); bestimmt mit der
Furosin-Methode
Erhitzungszeit [h] 0 6 12 18 24 60 96
Lysmod [%] 4,6 10,2 11,5 13,0 16,7 22,4 26,2
±0,1 ±0,1 ±0,2 ±0,1 ±0,4 ±0,3 ±0,6
mod. Lysinreste proβ -Lg- 0,7 1,5 1,7 2,0 2,5 3,4 3,9
Monomer
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Abb. 4-1: Darstellung der unterschiedlich glykosylierten Molkenpulver; unerhitzt (a) bzw. erhitzt
bei 60◦C für (b) 24, (c) 60 und (d) 96 Stunden
Lactoglobulins hin, welche bereits während der Herstellung d Lagerung des Molken-
pulvers erfolgt. Dieser Effekt ist in der Literatur häufig beschrieben (Morgan et al. 1999b,
Darewicz und Dziuba 2001). Die Farbe der Molkenpulver veränderte sich im Laufe der
Glykosylierungsreaktion sehr geringfügig, was auf eine nur minimale Bräunungsreaktion
zurückzuführen ist (siehe Abb.4-1).
Die weitere analytische Charakterisierung der Molkenpulver erfolgte mittels Gelpermea-
tionschromatographie (GPC), Elektrophorese (SDS-PAGE) sowie RP-HPLC. Die gewähl-
ten Bedingungen (trockene Erhitzung, 60◦C) führen zu keinen Oligomerisierungs- und
Quervernetzungsreaktionen, sondern ausschließlich zu einer Lysinmodifizierung im Laufe
der „frühen“ Maillard-Reaktion. Wie aus der SDS-PAGE ersichtl (Abb. 4-2) sind kei-
ne Banden für quervernetzte Proteine mit steigender Glykosylierung im Gel sichtbar. Das
Monomer-Oligomer-Verhältnis bleibt bei allen Proben nahezu konstant, was darauf hindeu-
tet, dass mit der Glykosylierung keine Oligomerisierungsreaktionen einhergehen. Dieses
Ergebnis konnte durch GPC-Messungen untermauert werden. Diwährend der Glykosylie-
rung stattfindenden Änderungen in der molekularen Masse vonβ -Lg und α-La-Derivaten
in Molkenpulver wurden mittels SDS-PAGE abgeschätzt (Abb.4-2). Die Verschiebung der
Molmassen zu kürzeren Wanderungsstrecken liegt in der Lactosylierung begründet und
steigt mit der fortschreitenden Maillard-Reaktion. Der Grund liegt in der Erhöhung der
molekularen Masse desβ -Lg undα-La mit jedem Molekül an kovalent gebundener Lacto-
se. Die niedrigere elektrophoretische Mobilität und damitkürzere Wanderungsstrecken für
lactosyliertesβ -Lactoglobulin (durchschnittlich 7,7 Lactosemoleküle pro β -Lg-Monomer)
wurde ebenfalls vonMorgan et al.(1999a) beschrieben. Diese Arbeitsgruppe erklärt es
durch die erhöhte Molekülmasse der Proben.
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Abb. 4-2: SDS-PAGE der lactosylierten Molkenproteinpräparate. M: Molgrößenmarker; β -Lg und
α-La unter reduzierenden Bedingungen; von links nach rechts Molkenpräparate mit stei-
gender Lysinmodifizierung (4,6 %; 16,7 %; 22,4 %; 26,2 %) 1-4: reduzierende Bedingun-
gen, 5-8: nicht-reduzierende Bedingungen
Zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung der Proteine wurde die RP-HPLC
benutzt. Die unterschiedlich glykosylierten Molkenproteinproben wurden gelöst und an-
schließend auf pH 4,6 angesäuert und zentrifugiert. Mittels analytischer RP-HPLC mit UV-
Detektion konnte eine sehr gute Trennung der unterschiedlich g ykosylierten Molkenprote-
ine sowie desα-La und der beiden genetischen Varianten vonβ -Lg erreicht werden (sie-
he Abb.4-3). In der Probe mit 4,6 % Lysmod ist bei der Retentionszeit zwischen 18 und
21 min die beiden genetischen Varianten A und B desβ -Lactoglobulins sichtbar. Der be-
obachtete doppelte Elutionspeak desβ -Lactoglobulins „verschwindet“ mit fortschreitender
Lysinmodifizierung. Weiterhin sind deutliche Unterschiede im Chromatogramm zwischen
den Molkenpulvern mit variierender Lysinmodifizierung zu erkennen. Mit steigender Gly-
kosylierung zeigt sich jedoch eine immer stärkere Überschneidung der beiden Varianten
desβ -Lactoglobulins. Darüber hinaus wird eine allgemeine Peakv rbreiterung beobachtet.
Diese beiden Phänomene erklären sich durch die Häufigkeitsverteilung der beiden gene-
tischen Varianten vonβ -Lg und deren bevorzugter Glykosylierung.Fenaille et al.(2004)
ermittelten mittels massenspektrometrischer Methoden difavorisierte Reihenfolge der An-
bindung von Zuckern an Lysinreste. Das Lys47 und Lys91 werden begünstigt und spezifisch
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Abb. 4-3: HPLC-Chromatogramm der bei pH 4,6 löslichen Molkenproteine mit unterschiedlich n
Glykosylierungsgraden [Lysmod] im Vergleich zumβ -Lg-Standard
glykosyliert, da sie sich an der Moleküloberfläche befinden und dadurch sehr gute Zugäng-
lichkeit für relevante Reaktionspartner bieten (siehe Abb.4-11). Im weiteren Verlauf wer-
den unspezifisch alle folgenden Lysinreste sowie die N-terminale Aminogruppe und Arg124
involviert. Morgan et al.(1999b) bestimmten die Reaktivität von verschiedenen Molekül-
bereichen desβ -Lgs betreffend der Lactosylierung. Nach verschiedenen Erhitzungszeiten
(2 - 12 Stunden) wurdeβ -Lg tryptisch verdaut und die erhaltenen Peptide massenspektro-
metrisch untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass unter den gewählten Bedingungen
mit Fortschreiten der Glykosylierungsreaktion fast alleε-Aminogruppen, außer Lys101, der
Lactosylierung unterliegen. Lys101 befindet sich zentral im Protein und darüber hinaus in
der Nähe der intramolekularen Disulfidbrücke (Cys106- Cys119). Es ist daher aufgrund ste-
rischer Hinderung nur schwer für Reaktionen zugänglich. Diebevorzugte Glykosylierung
an den Lysinseitenketten Lys47 und Lys91 konnte ebenfalls durch diese Arbeitsgruppe bestä-
tigt werden. Somit kommt es mit Fortschreiten der frühen Maillard-Reaktion zur Abnahme
der Spezifität der reagierenden Lysinreste und infolgedessen zur Erhöhung der Anzahl der
verschiedenen Varianten. Der Gesamtpeak desβ -Lactoglobulins passt sich mit fortschrei-
tender Glykosylierung derGaußschen Form an, die Proteinmenge bleibt jedoch konstant.
Zusätzlich kommt es zu einer zunehmenden Hydrophilisierung der Molkenproteine mit stei-
gender Glykosylierungsreaktion. Dieser Sachverhalt wirdanhand der deutlichen Verschie-
bung zu kürzeren Retentionszeiten sichtbar (Abb.4-3). Durch die kovalente Anbindung
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der polaren Lactose an die Oberfläche des Proteins können hydrophobe Gruppen abge-
schirmt werden und nicht mehr mit dem Säulenmaterial wechselwirk n. Somit kommt es
zur Verschiebung der getrennten Proteine in hydrophile Bereiche und gleichzeitig zu ei-
ner vorzeitigen Elution. Der Trend der verkürzten Retentionszeiten wird ebenfalls beim
α-Lactalbumin (Retentionszeit 10-12 min) beobachtet. Hier kommt es mit steigender Ly-
sinblockierung ebenfalls zur einer Hydrophilisierung. Unter den gewählten Bedingungen
(60◦C) reagieren neben demβ -Lactoglobulin dementsprechend auch dasα-Lactalbumin
mit Lactose.
Durch die Ankopplung der Lactose während der frühen Maillard-Reaktion werden durch-
schnittlich zwischen 0,7 und 3,9 Lysinreste proβ -Lg-Monomer (siehe Tab.4-2) bzw. zwi-
schen 0,5 und 3,1 proα-La-Monomer glykosyliert. Hierbei wird nochmals deutlich, dass die
Glykosylierungsreaktion nicht auf ein Protein bezogen werden kann und die dargestellten
Lysmod eine Abschätzung für beiden Molkenproteine darstellen. Somit ist die Ankopplung
der Lactose an dasβ -Lg als auchα-La in verkürzten Retentionszeiten beider Proteine sicht-
bar.
4.2 Auswirkung der nichtenzymatischen Glykosylierung auf
das Denaturierungsverhalten von
Molkenproteinen
Eines der Ziele dieser Arbeit war die Beschreibung des Denaturierungsverhaltens von nich-
tenzymatisch glykosylierten Molkenproteinen. Hierbei sollte geklärt werden, ob und in wel-
chen Maße eine Lysinmodifizierung die Denaturierungsreaktion beeinflusst. Aus der Litera-
tur ist bekannt, dass durch die hohe Modifizierung des Lysinsmit Glucose (Lysmod = 82 %)
die Denaturierungtemperatur des Proteins um 5◦C erhöht wird (van Teeffelen et al. 2005).
Allerdings gibt es keine Daten über das Denaturierungsverhalten niedrig modifizierter sowie
kommerziell erhältlicher Molkenproteinepräparate.
Um das Denaturierungsverhalten von Proteinen untersuchenund vergleichen zu können,
ist es nötig, den denaturierten Zustand zu charakterisieren und zu definieren. In dieser Ar-
beit wurden folgende Methoden verwendet: die Bestimmung derLöslichkeit bei einem pH-
Wert von 4,6 mittels RP-HPLC, die Elektrophorese zur Charakterisierung des Oligome-
risierungszustandes und der Proteinvernetzung, die dynamische Differenzkalorimetrie zur
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Bestimmung der Denaturierungstemperatur von Proteinen sowie die Fluoreszenzanalytik
zur Untersuchung der Fluoreszenzintensität im Zuge der Auffalt ng während des Denatu-
rierungsprozesses.
Das Hauptaugenmerk war die Abhängigkeit des Denaturierungsverhaltens vom Glykosy-
lierungsgrad desβ -Lactoglobulins. Die Untersuchungen wurden einerseits ohne vorherige
Dialyse und andererseits nach Dialyse durchgeführt, um denEffekt der freien Lactose zu
eliminieren. Um die Kältedenaturierung zu verhindern, wurde auf die Gefriertrocknung ver-
zichtet, da es bei Temperaturen um - 20◦C zu irreversiblen Konformationsänderungen des
Proteins kommen kann (de Jongh et al. 2001).
4.2.1 Charakterisierung mittels RP-HPLC
Aus der Denaturierung resultiert eine Veränderung der Sekundär- und Tertiärstruktur und
deshalb auch ein Verlust der biologischen Aktivität, sowieeine Abnahme der Löslichkeit.
Letzteres macht sich oft als „Ausflocken“ oder „Gerinnung“ bemerkbar. Die Untersuchung
mit Hilfe der RP-HPLC berücksichtigt vor allem die Veränderungen im Löslichkeitsverhal-
ten der Proteine nach Erhitzung. Eigenschaften, welche dieHydrophobizität des Proteins
betreffen, werden sichtbar gemacht, und es können Rückschlüsse auf die Oberflächenbe-
schaffenheit getroffen werden.
Während der Erhitzung von Molkenproteinlösungen über 70◦C kommt es zu Konforma-
tionsänderungen desβ -Lactoglobulins, welche mit einer partiellen Entfaltung der Struktur
und Exposition von Gruppen aus dem Molekülinneren verbunden sind. Dem teilweise rever-
siblen Schritt kann eine irreversible Aggregation folgen (Verheul et al. 1998). Während der
Auffaltungsreaktion gelangen unpolare Aminosäuren an dieOb rfläche und hydrophobisie-
ren das gesamte Protein. Die Wechselwirkungen mit dem unpolaren Säulenmaterial der RP-
HPLC nehmen zu. Folglich kommt es zur Verlängerung der Retentionszeit des erhitzenβ -
Lg im Vergleich zur nativen Form. Dieser Effekt wird anhand der Abb.4-4deutlich. Hier ist
die Absorption der nicht erhitzten und erhitzten (10 min, 80◦C) Proben der bei pH 4,6 lös-
lichen Molkenproteine als Funktion der Retentionszeit dargestellt.
Bei der Auswahl der Methode wurde die Löslichkeit bei pH 4,6 beurteilt, welche als
Unterscheidungskriterium zwischen nativen und denaturierten Molkenproteinen dient. Die
Messung des bei pH 4,6 löslichenβ -Lg mittels RP-HPLC ist äquivalent zur der IDF-Stan-
dard-Methode 178 (IDF-Standard 1996, Renterghem und Block 1996, Block et al. 1998,
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Abb. 4-4: HPLC-Chromatogramm der bei pH 4,6 löslichen Molkenproteine mit zwei unterschiedli-
chen Glykosylierungsgraden [Lysmod] vor und nach Erhitzung (10 min, 80◦C)
Clawin-Rädecker et al. 2000b, Morales et al. 2000). Hier ist das Löslichkeitsverhalten bei
pH 4,6 der Trennungsparameter und nicht der Denaturierungsgrad. Die Abnahme der Lös-
lichkeit desβ -Lgs bei pH 4,6 kann bereits nach Erhitzung der Proben optisch abgeschätzt
werden. Nach einer starken Erwärmung bei 80◦C für 20 Minuten kann deutlich mehr Trü-
bung als nach einer leichten Erwärmung (70◦C, 10 Minuten) festgestellt werden. Mit Zu-
nahme der Lysinblockierung ist die Trübung der Lösungen einer Probenreihe stets verrin-
gert. Niedrig glykosylierte Molkenproteine bilden vermehrt große Aggregate. Gegensätzlich
dazu zeigen hoch glykosylierte Proben unter gleichen Bedingungen eine feine Trübung oh-
ne Aggregate. Beim Ansäuern der Lösungen wird dieser Trend noch deutlicher. Nach einer
Erwärmung bei niedriger Temperatur für eine relativ kurze Zeit (75◦C, 10 min) ist keine
Trübung der Molkenproteinproben erkennbar. Die Senkung des pH-Wertes bewirkt wieder-
um eine Zunahme der Trübung, die bei niedriger Glykosylierung größer ist als im Vergleich
zu hohen Glykosylierungsgraden. Dementsprechend nimmt die Löslichkeit (Gesamtpeakflä-
che) der Molkenproteine mit steigender Lysinblockierung zu. Die Ergebnisse der RP-HPLC
bestätigen diese Beobachtung. Wie erwartet, ist das Ausmaß der Denaturierung direkt pro-
portional zur Intensität der Hitzebehandlung. Nach einer Hitzebehandlung bei 80◦C für
10 min kommt es zur einer graduellen Abnahme desβ -Lg-Doppelpeaks. In Übereinstim-
mung mit Literaturdaten konnte für die genetischen Varianten desβ -Lactoglobulins unter-
schiedliches Denaturierungsverhalten beobachtet werden. WährendManderson et al.(1998)
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undBikker et al.(2000) ein größere Hitzestabilität der Variante A ermittelten, stelltenAne-
ma et al.(1996) in Übereinstimmung mitDannenberg und Kessler(1988a) den umgekehrten
Effekt fest. Hierbei zeigte sich, dass die Konzentration der Variante B verglichen mit Vari-
ante A unabhängig von der Erhitzungstemperatur weniger stark abnimmt.
Die Molkenproteine mit verschiedener Lysinmodifizierung zeigen unterschiedliches Dena-
turierungsverhalten und damit veränderte Hitzeabhängigkeit. Die quantitative Bestimmung
des bei pH 4,6 löslichen Überstandes zeigt eindeutig eine Abnahme des nativenβ -Lg in
Abhängigkeit von der Erhitzungszeit (siehe Abb.4-5). Der Peak der säurelöslichen Mol-
kenproteine nimmt mit der Erhitzung ab, jedoch ist die Abnahme für niedrig lactosylierte
Proben höher und nimmt mit dem Glykosylierungsgrad ab. Dieses Verhalten deutet auf eine
„Schutzwirkung“ der Lactose gegen die Denaturierungsreaktion hin. Die Probe mit 22,4 %
Lysmod hat die höchste Menge an säurelöslichemβ -Lg in Vergleich zu niedrig glykosy-
liertem Protein. Dementsprechend wird eine signifikant gerin re Abnahme der Fläche mit
steigendem Glykosylierungsgrad ermittelt. Nach 30 minütiger Erhitzung bei 80◦C wird bei
4,6 % Lysmod eine Verringerung des nativenβ -Lactoglobulins um 70 % detektiert. Unter
gleichen Bedingungen ist die lösliche Proteinmenge bei 22,4% Lysmod nur um ca. 22 %
reduziert. Demzufolge ist die Abnahme der Peakfläche bei höher glykosylierten Proben
Abb. 4-5: Abhängigkeit der Löslichkeit bei pH 4,6 (definiert als Gesamtpeakfläche) für unter-
schiedlich glykosylierte Molkenproteine von der Erhitzungszeit fürβ -Lg
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geringer als bei niedrigem Glykosylierungsgrad, wodurch mit steigender Glykosylierung
mehr löslichesβ -Lg in der Lösung bleibt. Daraus kann abgeleitet werden, dass ie Denatu-
rierungsreaktion bei glykosyliertemβ -Lactoglobulin verzögert ist. Während der Maillard-
Reaktion kommt es zur Bindung der Lactose an das Protein, welches zu erhöhter Polarität
des Moleküls führt. Die Menge an gebundenem Zucker steigt mit Fortschreiten der Reaktion
und verbessert so die Löslichkeit bei pH 4,6 für die Proben mit höherer Lysinmodifizierung.
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Denaturierungsreaktion desβ -Lactoglobulins
in kommerziellem Molkenpulver stark von der Glykosylierung abhängt. Mit steigender Ly-
sinmodifizierung kommt es zur Verlangsamung dieser Reaktion. B uhallab et al.(1999) be-
richten über Lactose-β -Lg-Konjugate mit verbesserter Löslichkeit bei pH 4,6 im Vergl ich
zu unmodifiziertem Protein. Hier steigt der lösliche Anteilnach einer Erhitzung bei 80◦C
für 10 min mit der Erhöhung des molaren Verhältnisses des Protein zu Lactose, was mittels
GPC beobachtet wurde.
Auffällig ist weiterhin, dass Konzentration und Retentionszeit vonα-Lactalbumin (Re-
tentionszeit ca. 10-12 min) unter den gewählten Bedingungen(10 min, 80◦C) im Gegen-
satz zuβ -Lactoglobulin kaum verändert sind. Sowohl bei den StudienvonDannenberg und
Kessler(1988a) als auch vonAnema et al.(1996) wurden Geschwindigkeitskonstanten der
Denaturierung fürα-La im betrachteten Temperaturbereich ermittelt, welche deutlich unter
den Werten fürβ -Lg liegen. Damit verläuft die Denaturierungsreaktion desα-La langsamer.
Analytisch ist die partielle Entfaltung dieses Proteins nur schwer fassbar, da die Struktur
durch die Bindung von Calciumionen stabilisiert wird und die Löslichkeit nicht entschei-
dend verringert ist. Weiterhin erfolgt keine Änderung der Oberflächenhydrophobizität nach
Erhitzung, wodurch es zur keiner Verschiebung der Retentionszeiten im Chromatogramm
kommt. Das Löslichkeitsverhalten desα-Lactalbumins wurde in einem separaten Produkt
(Arlafoods Pulver: 98 %α-La) nach einer Erhitzung bei 80◦C und 90◦C für je 60 Minuten
mittels RP-HPLC beobachtet. Mit steigender Temperatur und Zeit erfolgt ebenfalls ein Ab-
fall des löslichen Proteinanteils jedoch nicht mit vergleichbarer Geschwindigkeit wie beim
β -Lg. Eine Reduktion des nativenα-La um 70 % bei 4,6 % Lysmod konnte erst nach 60
minütiger Behandlung bei 90◦C erreicht werden. Damit wurden die niedrigen Geschwin-
digkeitskonstanten für die Denaturierungsreaktion desα-La, welche durchDannenberg und
Kessler(1988a) sowieAnema et al.(1996) beobachtet wurden, bestätigt. Weiterhin zeig-
te sich für dieses Molkenprotein keine signifikante Abhängigke t der Löslichkeit von der
Lysinblockierung.
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4.2.2 Charakterisierung mittels Elektrophorese
Die RP-HPLC Methode nach IDF-Standard beruht hauptsächlichauf Löslichkeitsunter-
schieden der Molkenproteine bei pH 4,6, während bei der Elektrophorese der Prozess der
Oligomerisierung von Bedeutung ist. Hierbei soll das Verhältnis der Monomeren zu Di-
meren Form des Proteins als weiteres Kriterium für den „Denaturierungsgrad“ bestimmt
werden.
Für die Ermittlung der nach der Hitzedenaturierung auftretenden Veränderungen wurden
die unterschiedlich glykosylierten Molkenproteinlösunge elektrophoretisch untersucht.
Abb. 4-6 zeigt die Veränderungen der Proteine nach Erhitzung (80◦C, 10 min) in Abhän-
gigkeit des Glykosylierungsgrades. Auffällig ist, ähnlich den verbreiteten Peaks im HPLC-
Chromatogramm, eine Verbreiterung der Banden mit steigenderGlykosylierung. Eine zu-
nehmende Unschärfe ist dabei auf die zahlreichen Formen mitunterschiedlichem Gehalt an1 2 3 4 5 M
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Abb. 4-6: Elektrophoretische Trennung von Molkenproteinen mit unterschiedlichenGlykosylie-
rungsgraden, nicht-reduzierende Bedingungen (a) nach Erhitzungbei 80◦C, 10 min. M:
Marker; von links nach rechts Molkenpräparate mit steigender Lysinmodifizierung: 1:
4,6 %; 2: 10,2 %; 3: 13,0 %; 4: 16,7 %; 5: 22,4 %. (b) Vergleich zweier Molkenpräparate
vor und nach Erhitzung (80◦C, 10 min). M: Marker, Molkenpräparate mit unterschiedli-
cher Lysinmodifizierung, 2a: 10,2 % vor Erhitzung; 2: 10,2 % nach Erhitzung; 4: 22,4 %
vor Erhitzung; 4: 22,4 % nach Erhitzung
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gebundener Lactose zurückzuführen und gilt sowohl fürβ -Lg als auch fürα-La. Des weite-
ren sindα-Lactalbumin und Rinderserumalbumin (BSA) auch nach Erhitzung feststellbar.
Ebenfalls mittels RP-HPLC konnte beobachtet werden, dass nach Hitzeeinwirkung unter
den gewählten Bedingungen die Menge anα-La kaum abnimmt. Dies resultiert aus der
guten Löslichkeit des Proteins nach partieller Entfaltung. Gegensätzlich dazu kann mittels
SDS-PAGE fürβ -Lactoglobulin eine deutliche Veränderung durch Hitzedenaturierung er-
mittelt werden. Die Menge desβ -Lg-Dimers ist stark erhöht, woraus folglich eine Abnahme
der monomeren Form resultiert. Die Auswertung der Ergebnisse zeigte, dass die Umsatzrate
in den ersten 10 Minuten der Erhitzung am größten ist. Dies bestätigt die Ergebnisse der RP-
HPLC, wobei die Abnahme der Peakflächen sowie die Verschiebung der Retentionszeiten
infolge der Hydrophobisierung nach einer kurzen Erhitzungszeit am deutlichsten hervor-
treten. Das Verhältnis der monomeren zur dimeren Form desβ -Lg ist bei der SDS-PAGE





werden kann. Die untersuchten Dimere sind Produkte des Denaturierungsprozesses. Mit der
elektrophoretischen Methode werden die Banden nach scannendes Gels densitometrisch
ausgewertet. Die erhitzten Molkenproteinlösungen weiseneinen mittleren Denaturierungs-
grad (nach Formel (4-1)) von 60 % für 26,2 % Lysmod bis 67 % für 4,6 % Lysmod (Abb.4-7).
Mittels SDS-PAGE kann mit steigender Glykosylierung eine verzögerte Oligomerisierung
festgestellt werden und somit ein „anderer“ Denaturierungsgrad als bei der RP-HPLC. Die
Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen vonMa derson et al.(1998) überein, welche
mittels SDS-PAGE einen Denaturierungsgrad von 45 % für dieβ -Lactoglobulinvariante A
und 70 % fürβ -Lg B nach Erhitzung (85◦C, 12,5 min) ermittelt haben. Die Oligomerisie-
rung desβ -Lactoglobulins erfolgt über Disulfid-Austauschreaktionen, wobei sich besonders
Modifikationen im Bereich Cys66 – Cys160 auf die Aggregatbildung auswirken. Vermutlich
verschlechtert die an der Oberfläche kovalent gebundene Lactose die Zugänglichkeit der
Disulfidbrücke durch sterische Hinderung und elektrostatiche Wechselwirkungen (Nacka
et al. 1998). Dies bedingt wiederum die Beeinflussung der Oligomerisierung während der
Hitzedenaturierung. Das kann mittels elektrophoretischen Analyse bestätigt werden. Hier
wird bei quantitativer Auswertung der Trend zu geringeren Denaturierungsgraden mit stei-
gender Lysinmodifizierung sichtbar (Abb.4-7). Die Ergebnisse belegen dass es zur einer
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Abb. 4-7: Mittelwerte der Denaturierungsgrade (= Verhältnis Dimer zu Monomer) desβ -Lg nach
Erhitzung (80◦C, 10 min) in Abhängigkeit der Lysinmodifizierung
verbesserten Hydratation der Molkenproteine durch die Bindung der Lactose kommt. Dies
resultiert bei der Elektrophorese in verkürzten Wanderungsstrecken mit steigender Glyko-
sylierung, welche auf eine verringerte elektrophoretische Mobilität mit der Zunahme des
hydrodynamischen Radius durch die Bindung der Lactose zurückzuführen ist (Manderson
et al. 1998).
Da die Proteinlöslichkeit nach der Exposition der hydrophoben Gruppen während der Um-
faltung und Aggregation abnimmt, zeigt sich der Effekt der Lactosylierung erst nach Erhit-
zung. Möglicherweise ist der Einfluss auf die Löslichkeit der g bildeten Dimere besonders
hoch und überlagert, wie bei der pH 4,6 löslichen Fraktion, den gleichzeitig wirkenden
Effekt der Auffaltungsverzögerung. Grund für den steigenden Denaturierungsgrad dieser
Fraktion mit steigender Glykosylierung ist wahrscheinlich die verbesserte Hydratisierung
der gebildeten Dimere.
4.2.3 Charakterisierung mittels der
Differential-Scanning-Calorimetrie
Neben der Bestimmung des Denaturierungsgrades mittels RP-HPLC sowie SDS-PAGE soll-
te nun die dynamische Differenzkalorimetrie (DSC) zur Ermittlung von thermodynamischer
Daten über den Denaturierungsprozess eingesetzt werden.
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Die Arbeitsgruppe umvan Teeffelen et al.(2005) ermittelten einen Anstieg der Denatu-
rierungstemperatur um 5◦C bei einem reinenβ -Lg, welcher zu 82 % mit Glucose modifi-
ziert wurde.Broersen et al.(2004) zeigten Erhöhung der Denaturierungstemperatur um 4,5
sowie 6◦C für fructosyliertes bzw. glucosyliertesβ -Lg-Präparat. In der Literatur bislang
nicht beschrieben ist das Denaturierungsverhalten niedrig modifizierter sowie kommerziell
erhältlicher Molkenproteinpräparate. Dementsprechend sollte in dieser Arbeit der Einfluss
der Lactosylierung auf die thermische Stabilität der Molkenproteine im kommerziellen Prä-
parat ermittelt und die Umwandlungstemperatur (= Denaturier ngstemperatur) gemessen
werden. Die Abhängigkeit der Ergebnisse von dem Grad der Lysinmodifizierung sollte im
Mittelpunkt stehen. Hierbei wurden die unterschiedliche glykosylierten Molkenproteinpro-
ben der DSC zugeführt. Dabei kommt es während der Messung infol e der Wärmekapazität
sowie der Phasenänderung der Probe, wie z. B. Schmelzen zur Temperaturänderungen.
Die Denaturierungstemperaturen für drei unterschiedlichglykosylierte Molkenproteinpro-
ben sind aus der Abb.4-8 ersichtlich. Es wurden Werte von 79,6◦C für 4,6 % Lysmod über
80,3◦C für 10,2 % Lysmod bis 83,8◦C für 22,4 % Lysmod bestimmt. Die bei dieser Un-
tersuchung ablaufenden Reaktionen im Protein werden allgemein als Umwandlung be-
Abb. 4-8: DSC-Thermogramme dreier unterschiedlich glykosylierter Molkenproteine,nach Dialy-
se (normiert)
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Abb. 4-9: Umwandlungstemperatur desβ -Lg in Abhängigkeit von der Lysinmodifizierung mit und
ohne freie Lactose; ermittelt mittels DSC
zeichnet, da zwischen Entfaltungs- und Aggregationsvorgängen nicht unterschieden wer-
den kann. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen vonJ u und Harper(1996) konnte
verglichen mit dem Standard vonβ -Lg eine deutliche Verbreiterung des Molkenprotein-
peaks beobachtet werden, was auf die unterschiedlichen Einflüsse der Einzelkomponenten
der Lösung zurückzuführen ist. Die Bestimmung der Umwandlungstemperaturen für alle
Proben erfolgte durch den Vergleich der Peakminima. Es konnte gezeigt werden, dass die
Denaturierungstemperatur der Molkenproteine unter gleichen Milieubedingungen und im
Vergleich zumβ -Lg-Standard mit steigendem Glykosylierungsgrad zunimmt(Abb. 4-8und
4-9).
Die breite „Peakschulter“ im Bereich von 67◦C bis 77◦C wird auf die Denaturierungs-
prozesse desα-Lactalbumins zurückgeführt, welches in geringen Mengen im verwendeten
Molkenpulver vorhanden ist. Um diese Aussage zu untermauern wu de ein Proteinpräparat
(Arla-Pulver) mittels DSC untersucht, welches ca. 98 %α-La enthält. In der Abb.4-10 ist
das Thermogramm mit der Umwandlungstemperatur dieses Proteins bei 65,5◦C dargestellt.
Somit können die Denaturierungstemperaturen im Bereich von67◦C bis 77◦C für α-La
sowie im Bereich von ca. 80◦C bis 84◦C für β -Lg ermittelt werden.
Auf Grund zu geringer Mengen anα-La in den untersuchten Molkenpulver Milei 60 konnte
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Abb. 4-10: DSC-Thermogramm mit Umwandlungstemperatur desα-Lactalbumins in „Arla“-
Proteinpulver
keine Auswertung der Umwandlungstemperatur desα-La mittels DSC und deren Abhän-
gigkeit vom Glykosylierungsgrad erfolgen. Wie oben beschrieben wird neben demβ -Lg
ebenfalls dasα-La lactosyliert. Die in dieser Arbeit bestimmte Denaturierungstemperatur
für einenβ -Lactoglobulin-Standard gelöst in synthetischem Milchultrafiltrat (SMUF, pH
6,8) wurde bei 80,2◦C ermittelt (siehe Abb.4-9). Jou und Harper(1996) fanden eine Dena-
turierungstemperatur für einenβ -Lg von 78,8◦C. Die erhöhte Umwandlungstemperatur im
Vergleich zur Literatur ist auf unterschiedliche Milieubedingungen zurückzuführen. Dabei
wirken sich der pH-Wert von 6,8 sowie die Pufferung durch dasLösungsmittels positiv auf
die Proteinstabilität aus. Nach Lösen desβ -Lg-Standards (ohne Lactose) in destilliertem
Wasser verringerte sich die Umwandlungstemperatur auf einen Wert von 79,2◦C (Abb.4-
9). Die Differenz zwischen den Umwandlungstemperaturen, welche für β -Lg in An- oder
Abwesenheit von Lactose ermittelt wurden (vor und nach Dialyse), zeigte sich neben dem
Standard auch bei den Proben (Abb.4-9). Der Unterschied in den Denaturierungstempe-
raturen für dasβ -Lactoglobulin zwischen 4,6 % Lysmod und 26,1 % Lysmod beträgt rund
2,8◦C für die Proben ohne freie Lactose (nach Dialyse und Gefriertrocknung). Die Tendenz
zu höheren Umwandlungstemperaturen mit steigender Glykosylierung ist deutlich sichtbar
und wird bei den nicht dialysierten Proben noch eindeutiger. Hier beträgt der Anstieg der
Umwandlungstemperatur 4,3◦C zwischen der niedrig und der stark glykosylierten Molken-
proteinprobe. Wie aus den Abb.4-9 und4-8 ersichtlich, ist der Anstieg der Umwandlung-
stemperatur desβ -Lg sehr gut reproduzierbar. Bei der Messreihe der dialysierten Proben
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lässt sich eine verringerte Geradensteigung im Bereich höher glykosylierter Proteine beob-
achten. Diese Verzögerung der Umwandlung könnte auf die bevorzugt lactosylierten Ami-
nosäuren – Lys47 und Lys91 – zurückzuführen sein (siehe Abb.4-11). Da sich die beiden
Lysinreste in exponierter Lage befinden, wird durch deren Reaktion eine starke Verände-
rung der Oberflächenladung und -hydrophilie des Gesamtmoleküls rreicht. Zudem sind die
beiden Aminosäuren jeweils in der Nähe einer Disulfidbrückelo alisiert (siehe Abb.4-11),
was die Aggregation entscheidend beeinflussen kann.
Eine weiterer Grund für die Unregelmäßigkeit der dialysierten und gefriergetrockneten Pro-
ben könnte eine Kältedenaturierung sein. Hier kann eine teilweise Konformationsänderung
mit der Offenlegung hydrophober Bereiche erfolgen. Aminosäuren, welche an der Ober-
Abb. 4-11: Dasβ -Lactoglobulin Molekül mit den beiden Disulfidbrücken (rot), 15 Lysinresten
(blau); gesondert gekennzeichnet Lys47 und Lys91 (orange). (dargestellt mit dem Pro-
gramm RasMol 2.6)
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fläche desβ -Lactoglobulinmoleküls angeordnet sind und deren inter- und intramolekulare
Wechselwirkungen zeigen maßgebliche Auswirkungen auf dieStabilität und das Lösungs-
verhalten des Proteins.
Bei den nicht dialysierten Proben spielt die Schutzwirkung freier Saccharide bezüglich De-
naturierung eine Rolle (Spiegel 1999). Die erniedrigten Werte der lactosehaltigen Proben
werden zum größten Teil auf die veränderten Milieubedingungen der Untersuchungslösung
zurückgeführt. Durch die Lösung der Proben in destilliertem Wasser resultiert ein pH-Wert
(6,0 - 6,3) welcher durch die Aminosäuren des Molkenpulversb stimmt wird.Verheul et al.
(1998) beobachteten einen Anstieg der Umwandlungstemperatur inRichtung niedriger pH-
Werte, wobei das Stabilitätsmaximum im Bereich von pH 3 bis 4 liegt. Die gegen SMUF
(pH 6,8) dialysierten Proben – welche erhöhte Umwandlungstemperaturen aufweisen – er-
reichen einen höheren pH-Wert, woraus kein Stabilitätsgewinn gegenüber nicht dialysierten
Proben erwartet wird. Die Differenz zwischen den Umwandlungstemperaturen nach bzw.
vor Dialyse könnte durch die Ionenstärke verursacht werden. Nach Gefriertrocknung der
gegen SMUF dialysierten Proben resultiert eine 25 %-ige Lösung mit einer weit höheren Io-
nenstärke und Pufferkapazität, wodurch eine Zunahme der Konformationsstabilität erreicht
wird (Relkin 1994). Bei Verwendung von destilliertem Wasser statt SMUF wird die Um-
wandlungstemperatur desβ -Lactoglobulin-Standards um ca. 1◦C gesenkt (siehe Abb.4-
9).
Die Ergebnisse bezüglich der Denaturierungstemperatur, welche mittels DSC ermittelt
wurden, sind mit Studien in der Literatur vergleichbar.Jou und Harper(1996) wiesen einen
Anstieg der Denaturierungstemperatur um bis zu 4◦C bei Zusatz von Lactose zur Protein-
lösung nach. Eine Erhöhung der Denaturierungstemperatur des einenβ -Lactoglobulin A
nach Glucosylierung (Glykosylierungsgrad von ca. 82 %) um 5◦C sowie eine Reduktion
der Wärmekapazität (∆Cp) um 60 % wurde vonvan Teeffelen et al.(2005) nachgewiesen.
Broersen et al.(2004) berichten, dass die Umwandlungstemperatur für glucosyliertes bzw.
fructosyliertesβ -Lg im Vergleich zum unmodifizierten Protein um 6◦C bzw. 4,5◦C erhöht
wurde.
Folglich kann die thermische Stabilität eines Proteins durch die Reaktion mit reduzieren-
den Zuckern verändert werden. Die kovalente Bindung eines Zuckers kann die Proteinagg-
regation durch die erhöhte Nettoladung oder die vergrößerte sterische Behinderung unter-
drücken. Mit dieser Arbeit konnte erfolgreich bewiesen werden, dass die nichtenzymatische
Glykosylierung von kommerziellem Molkenpulver die Denaturierung direkt beeinflusst und
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zwar in Abhängigkeit vom Glykosylierungsgrad. Eine höhereLysinmodifizierung induziert
eine langsamere Denaturierung.
4.2.4 Charakterisierung mittels Fluoreszenzanalytik
Die Fluoreszenzanalytik ist eine vielfältig zur Untersuchng des Denaturierungsverhaltens
von Molkenproteinen genutzte Methode. Hierbei wird vor allem die Zunahme der Fluores-
zenzintensität oder der Fluoreszenzlebenszeit im Zuge derAuffaltung während der Dena-
turierung bestimmt. Die Ermittlung des Emissionsmaximumsläs t Schlüsse auf die Umge-
bungspolarität der fluoreszierenden Gruppen und damit deren Lösungsmittelzugänglichkeit
zu. Demnach lassen sich Aussagen bezüglich der Entfaltung der Tertiärstruktur treffen. Im
nativen Molekül desβ -Lactoglobulins stellt Trp19 das Hauptfluorophor dar. Nach vollstän-
diger Auffaltung ist der Beitrag der beiden Tryptophanreste(Trp19 und Trp61) zur Gesamt-
fluoreszenzintensität gleich (Manderson et al. 1999). Die gemessene Intensitätserhöhung ist
daher stets ein Indiz für die Veränderung im Bereich der Disulfidbrücke Cys66 – Cys160. Zu-
sätzlich wird nach der Denaturierung desβ -Lactoglobulins eine Verschiebung des Emissi-
onsspektrums zu längeren Wellenlängen beobachtet, was ausder Zunahme der Umgebungs-
polarität des Trp19 beim Übergang aus dem Proteininneren in das Lösungsmittel während
der Auffaltung resultiert (Manderson et al. 1999, Palazolo et al. 2000). Das Fluoreszenz-
maximum von Tryptophan in apolarer Umgebung und damit bei starker Abschirmung der
Lösungsmitteleinflüsse wird mit 332 nm angegeben (Lotte 2004).
Die Fluoreszenzanalytik wurde angewandt um die bereits mittels RP-HPLC, SDS-PAGE
und DSC erhaltenen Ergebnisse abermals zu untermauern. Fürdie Charakterisierung des
Denaturierungszustandes von Molkenproteinen, wurden diese in Phosphatpuffer (pH 6,8)
gelöst und das Fluoreszenzspektrum bei konstanter Anregungswellenlänge von 295 nm zwi-
schen 300 und 400 nm aufgenommen. Hierbei können die Änderung n des Fluorophors
(Tryptophanreste in Protein) oder seiner Umgebung verfolgt werden. Die Fluoreszenz der
Tryptophanreste ist stark von der Polarität der Umgebung abhängig, welche sich bei der
Denaturierung ändert. Somit kann aus der Fluoreszenz das Verhältnis des nativen zu dena-
turierten Protein bestimmt werden.
Nach Hitzedenaturierung wurde eine Zunahme der Fluoreszenzint sität aller untersuch-
ten Molkenproteinlösungen beobachtet. Diese betrug für den β -Lg-Standard ca. 22 % sowie
für die Molkenproteine zwischen 3 % und 9 % (Tab.4-3). Zusätzlich zeigt der Standard ei-
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Tab. 4-3: Ergebnisse der Hitzedenaturierung inβ -Lactoglobulin-Standard und in Molkenproteinlö-
sungen vor und nach Erhitzung (85◦C, 10 min)
Lysmod [%] β -Lg-Std 4,6 10,2 11,5 16,7 22,4 26,1
Emax, nativ [nm] 333 332 332 332 332 333 332
Emax, erhitzt [nm] 334 337 336 335 335 335 334
Rotshift [nm] 1 5 4 3 3 2 2
Intensität [E] 4689 3683 3849 3839 3490 3463 3325
ne geringe Rotverschiebung von 1 nm im Gegensatz zu den Molkenproteinproben, welche
eine Rotverschiebung von 2 bis 5 nm aufweisen (Tab.4-3, Rotshift). Dieses Verhalten wird
mit den Änderungen während einer Gefriertrocknung des Standards erklärt, wie z. B. einer
partiellen Exposition der im Molekülinneren befindlichen Bereiche.
Die typischen Fluoreszenzspektren von Molkenproteinlösungen vor und nach Erhitzung
sind aus Abb.4-12 ersichtlich.Manderson et al.(1999) ermittelten eine Rotverschiebung
von 6 bis 8 nm nach Erhitzung desβ -Lactoglobulins in Abhängigkeit von den genetischen
Varianten und vom pH-Wert. Allerdings erfolgte dort die Hitzedenaturierung über einen
Zeitraum von vier Tagen, so dass der resultierende Denaturierungsgrad erheblich höher ist.
Des weiteren konnten Unterschiede zwischen den Molkenproteinproben mit variierenden
Glykosylierungsgraden festgestellt werden (Tab.4-3). Die Molkenproteine tendieren mit
steigender Lysinmodifizierung zu geringerer Rotverschiebung. So kann auch mit dieser Me-
thode ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der gebundenen Lactose und dem Denatu-
rierungsgrad der Molkenproteine ermittelt werden. Vermutlich binden hydrophobe Amino-
säuren im entfalteten Zustand des Proteins an die vorhandene Lactose und verhindern damit
ihre Exposition zum Lösungsmittel (van Teeffelen et al. 2005). Die geringe Zunahme der
Wellenlänge lässt vermuten, dass der Eintritt der Fluorophore in die polare Umgebung wäh-
rend der Hitzedenaturierung nicht vollständig ist. So kanndie Konformation nur teilweise
entfaltet werden.
Weiterhin wird eine Zunahme der Fluoreszenzintensität am Emissionsmaximum nach Er-
hitzung der Molkenproteinproben beobachtet (UnterschiedEmax, nativ zu Emax, erhitzt; sie-
he Tab.4-3). Dabei ist der Anstieg bei den geringer lactosylierten Proben höher, was auf eine
Abnahme der Denaturierungswirkung im Bereich der Disulfidbrücke mit steigender Lysin-
modifikation weist. Damit wird die Aggregation desβ -Lactoglobulinmoleküls durch die
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Abb. 4-12: Fluoreszenzspektren von zwei Molkenproteinlösungen mit unterschiedlich m Glykosy-
lierungsgrad vor und nach Erhitzung (85◦C, 10 min)
Bindung der Lactose beeinflusst. Das während der frühen Maillard-Reaktion gebildete Lac-
tuloselysin blockiert möglicherweise die Zugänglichkeitder Disulfidbrücke Cys66 – Cys160
und behindert bzw. verlangsamt folglich die Aggregation. Bei der räumlichen Betrachtung
desβ -Lactoglobulinmoleküls (Abb.4-11) befindet sich der bevorzugt lactosylierter Lysin-
rest (Lys47) tatsächlich in relativer Nähe zu Cys66 – Cys160.
4.2.5 Zusammenfassung der Denaturierungsstudien
Nach Auswertung der Ergebnisse wird deutlich, dass der „Denaturierungsgrad“ nicht als
solcher definiert werden kann. Es muss stets eine Angabe der verwendeten Messmetho-
de erfolgen, da jeweils unterschiedliche Eigenschaften bewert t werden. Zusammenfas-
send lässt sich feststellen, dass es mit steigender Lysinmodifizierung zur Erhöhung der bei
pH 4,6 löslichen Molkenprotein-Fraktion kommt, wie durch RP-H LC-Messungen gezeigt
werden konnte. Eine Verlangsamung der Oligomerisierung und des Aggregationsprozes-
ses konnte mittels SDS-PAGE beobachtet werden. Die Denaturierungstemperatur desβ -
Lactoglobulins in kommerziellen Molkenpulvern erhöht sich mit steigender Glykosylierung
signifikant, wie mittels DSC ermittelt. Die Werte der Fluoresz nzanalytik weisen auf eine
verzögerte Entfaltung der Molkenproteine mit Lysinblockierung hin.
Durch die kovalente Bindung der Lactose wird eine Polarisierung der Oberfläche erreicht,
welche zu einer verbesserten Hydratisierung und Löslichkeit des Moleküls führt. Die pola-
92 4 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse
Tab. 4-4: Zusammenfassung der Auswirkungen der Glykosylierung auf die Denaturierungseigen-
schaften der Molkenproteine
Methode RP-HPLC SDS-PAGE DSC Fluoreszenz
Ergebnis erhöhte Polarität, verlangsamte erhöhte verzögete
und Löslichkeit Oligomerisierung Denaturierungs- Entfaltung
bei pH 4,6 temperatur
ren Zuckerreste könnten zum einen die Ausbildung verstärkter in ermolekularer Wechsel-
wirkungen über Wasserstoffbrücken bewirken, welche die Assoziation zur dimeren Formen
der nativen Proteine begünstigen. Hierdurch wird die Dissoziation in die Monomere einge-
schränkt, die einen entscheidenden Schritt des Denaturierungsprozesses darstellt. Zum an-
deren wird vermutlich die Zugänglichkeit der Disulfidbrücken für Thiol- / Disulfidaustausch-
reaktionen und damit verbundene kovalente Aggregation durch sterische Abschirmung der
Lactosemoleküle erschwert. Dieser Effekt spielt bereits bei niedriger Lysinblockierung eine
wichtige Rolle, da die bevorzugt glykosylierten Lysinresteich in der unmittelbaren Umge-
bung der Disulfidbrücken befinden.
Mit der Lactosylierung einher geht eine verbesserte Hydratisierung des bereits aggregierten
Proteins, welche sich besonders auf die Löslichkeit am isoelektrischen Punkt auswirkt.
4.3 Auswirkung der nichtenzymatischen Glykosylierung auf
die Emulgiereigenschaften von
Molkenproteinen
Eines der Ziele dieser Arbeit war es, die emulgierenden Eigenschaften von Molkenprote-
inen in Abhängigkeit von der Glykosylierung zu charakterisi en. Anschließend soll fest-
gestellt werden inwiefern die emulgierenden Eigenschaften d r untersuchten Molkenpro-
teine durch unterschiedlich stark ausgeprägte Modifizierung mit Lactose beeinflusst und
eventuell verbessert werden können. Zusätzlich sollen Aussagen über den Transfer der Er-
gebnisse von Molkenproteinlösungen zu molkenproteinstabilisierten Emulsionen getroffen
werden. Um Aussagen über das Emulgiervermögen treffen zu können, wurden folgende
Methoden verwendet: die Oberflächenspannung und die darausres ltierende kritische Mi-
zellbildungskonzentration zur Bestimmung der Grenzflächeneigenschaften in Proteinlösun-
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gen, die Trübungsmessung zur Bestimmung der Emulgieraktivität und Emulsionsstabilität
in frisch hergestellten Emulsionen sowie die Lichtmikroskpie zur Charakterisierung der
Fetttröpfchengröße und -verteilung in Emulsionen.
4.3.1 Oberflächenspannung und kritische Mizellbildungskonzentration
(CMC)
Die Bestimmung der Oberflächenspannung erfolgte über die Vertikalplattenmethode nach
Wilhelmy. Die Wilhelmy-Plattenmethode liefert sehr genaue, reproduzierbare und mit der
Literatur (Nylander et al. 1999) vergleichbare Ergebnisse und kann ohne Kenntnis der Dich-
te von Lösungen durchgeführt werden. Die Messung der Grenzflächenspannung über die
Zeit gibt wichtige Hinweise zum Emulgierverhalten der eingesetzten Proteine (Eugster-
Meier 2001).
Es wurde der Abfall der Oberflächenspannung in Abhängigkeitvon der Proteinkonzentra-
tion (siehe3.13) bestimmt und die kritische Mizellbildungskonzentration(CMC) graphisch
ermittelt. Der Abfall der Oberflächenspannung geht dabei mit der Verbesserung der Grenz-
flächeneigenschaften einher.
Betrachtet man die Abhängigkeit der Mizellbildungskonzentration (CMC) vom Glykosy-
lierungsgrad in Abb.4-13, so wird deutlich, dass ein Zusammenhang zwischen den bei-
den Parametern besteht. So kommt es mit steigender Lysinmodfizierung zum Absinken der
Oberflächenspannung und damit zum Abfall der CMC vom 16,5 mg/lfür 4,6 % Lysmod auf
12,1 mg/l für 16,7 % Lysmod (siehe Abb.4-13). Dementsprechend steigt die Grenzflächen-
aktivität mit der Modifizierung der Molkenproteine und nähert sich dem Natriumcasein-
at an, welches als ein wesentlich grenzflächenaktiveres Protein bekannt ist. Der Vergleich
zum kommerziellen Emulgator Lecithin soll hier nur zur Einschätzung des Emulgierver-
mögens dienen. Phosphatidylcholine bilden schon bei niedrig n Konzentrationen Mizel-
len und gelten als natürliche Tenside. Aufgrund der Molekülgröße vermögen Proteine die
Grenzflächenspannung niemals so stark zu reduzieren wie nied rmolekulare Emulgatoren
(Lecithin), da diese eine höhere Packungsdichte an der Phasengrenze erreichen. Die ge-
fundenen Werte für Lecithin stimmen mit den Literaturwerten überein (Tausk et al. 1974,
Smith und Tanford 1972). Niedrige Grenzflächenspannungen, enge Partikelgrößenvert i-
lungen und möglichst kleine Tröpfchen tragen grundsätzlich dazu bei, Emulsionen zu stabi-
lisieren.
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Abb. 4-13: Abhängigkeit der Mizellbildungskonzentration (CMC) vom Glykosylierungsgrad der
Molkenproteine im Vergleich zu Natriumcaseinat und Lecithin; bestimmt nach der
Wilhelmy-Plattenmethode mittels Tensiometrie bei pH 6,1
Dass Caseine hydrophober als Molkenproteine sind, wird anhand des niedrigeren CMC-
Wertes bestätigt. Vergleichbare Ergebnisse sind beiKrägel et al.(1998) beschrieben.Krägel
et al. (1998) geben eine Konzentration von mehr als 180 mg/l fürβ -Lg und 140 mol/l für
β -Casein an um eine Sättigung der Grenzfläche zu erreichen. Diebei dieser Arbeit um
Faktor 10 niedrigeren Werte ergeben sich aus der Bestimmung der CMC in einem Molken-
präparat, wohingegenKrägel et al.(1998) reine Substanzen untersuchten. Daraus resultiert
ein niedrigerer CMC-Wert für Casein im Vergleich zuβ -Lg. Das Ergebnis lässt sich mit
der für Caseine üblichen Mizellbildung in Einklang bringen.Caseine aggregieren ab ei-
ner bestimmten Konzentration zu Mizellen (Cheftel et al. 1992, Belitz et al. 2001), während
β -Lactoglobulin im untersuchten pH-Bereich als Dimer vorkommt, wobei keine echte Mi-
zellbildung bekannt ist. Die Beobachtung der sinkenden kritischen Mizellbildungskonzen-
tration mit Glykosylierung der Molkenproteine überrascht, da hohe CMC-Werte auf hydro-
phile grenzflächenaktive Substanzen hinweisen und umgekehrt (Menger und Keiper 2000,
Piispanen 2002). Die Hydrophilie der Molkenproteine steigt mit Glykosylierung, d. h. mit
Anbindung von polaren Lactosemolekülen, wie bereits mittels RP-HPLC bestätigt (siehe
Abb. 4-3) und ist damit im Widerspruch zu den Messungen am Tensiometer. Inwiefern sich
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der Gehalt an freier Lactose in Molkenproteinlösungen auf die Ergebnisse der Oberflächen-
spannung auswirkt, wurde nicht untersucht. Da Zucker die Trockenmasse und Viskosität der
kontinuierlichen Phase erhöhen, kann es zur Änderung der Obflächenspannung kommen.
Zuckermoleküle und somit Lactose besitzen keine hydrophoben Molekülbereiche und gel-
ten als oberflächeninaktiv, was gleichzeitig zur Erhöhung der Oberflächenspannung führt.
Sie besitzen eine Hydrathülle und halten sich deshalb nichtunmittelbar an der Phasengren-
ze auf. Im Gegensatz dazu gelten z. B. Proteine als grenzflächenaktive Substanzen, reichern
sich speziell an der Phasengrenze an und setzten die Oberfläch nspannung herab. Hier sind
die hydrophoben und hydrophilen Bereiche über das gesamte Molekül verteilt. Da beim na-
tiven Molkenprotein mehr freie Lactose vorhanden ist als imglykosylierten Protein, könnte
es ein Grund für die höheren Werte der Oberflächenspannung bei iedrigeren Lysinmodifi-
zierungen sein.
Eine weitere Erklärung für das Phänomen könnte aus den möglicherweise verbesserten Mi-
zellbildungseigenschaften der Molkenproteine mit steigender Glykosylierung resultieren.
Eine ungleiche Verteilung von Zuckermolekülen am Protein führt eventuell zu mizellaren
Aggregaten. Je mehr Zucker gebunden ist, desto mehr kommt esbei den Protein-Zucker-
Konjugaten zu einer Art Mizellbildung, welche normalerweise beim Molkenprotein eher
zurücktritt.
Die Messung der Oberflächenspannung sowie der damit verbundene kritischen Mizell-
bildungskonzentration erfolgte ebenfalls nach Erhitzen dr Molkenproteinlösungen (Abb.4-
14) bei unterschiedlichen Variationen der Temperatur und Zeit. Hierbei sollte der Einfluss
der Denaturierung der glykosylierten Molkenproteine auf die Emulgiereigenschaften darge-
stellt werden. Die Lösungen der unterschiedlich glykosylierten Molkenproteine wurden bei
80◦C, 10 min erhitzt, sowie anschließend die CMC-Werte nach Bestimmung der Oberflä-
chenspannung ermittelt. Wie aus der Abb.4-14 ersichtlich kommt es zu keiner Beeinflus-
sung der Emulgiereigenschaften nach Hitzedenaturierung für lykosylierte Molkenprotei-
ne, was anhand der gleichbleibenden Werte zu erkennen ist. Dabei wird deutlich, dass der
Effekt der verbesserten Grenzflächeneigenschaften mit steigender Glykosylierung nur bei
„nativen“, also nicht denaturierten Molkenproteinen zum Ausdruck kommt. Der Einfluss
der erhöhten Hydrophibizität durch die Denaturierung ist möglicherweise größer als der
Einfluss der gebundenen Lactose, die nun in den Hintergrund tritt. Die kritische Mizellbil-
dungskonzentration zwischen einzelnen nicht erhitzten und erhitzen Molkenproteinen fällt.
Grund für diese Beobachtung ist die erhöhte Oberflächenhydrophobizität, welche aus der
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Abb. 4-14: Abhängigkeit der CMC von dem Glykosylierungsgrad vor und nach Erhitzung im Ver-
gleich zu Natriumcaseinat (Na-Cas.); bestimmt nach der Wilhelmy-Plattenmethode
mittels Tensiometrie bei pH 6,1
Erhitzung resultiert. Niedrige CMC-Werte weisen auf hydrophbe grenzflächenaktive Sub-
stanzen hin (Menger und Keiper 2000, Piispanen 2002). Bei der Denaturierung kommt es
zur Konformationsänderung desβ -Lactoglobulins mit einer partiellen Entfaltung der Struk-
tur und Exposition der hydrophoben Gruppen aus dem Molekülinneren nach außen. Die
denaturierten Molkenproteine aggregieren bereits bei gerin en Konzentrationen zu mizel-
lartigen Strukturen, da hydrophobe Kräfte die Mizellbildung beschleunigen (Menger und
Keiper 2000). Der Abfall der CMC ist dabei umso größer, je niedriger das Protein glyko-
syliert wurde. Dies hängt mit der verbesserten Thermostabilität und der damit verzögerten
Denaturierung mit steigender Glykosylierung zusammen.
Caseine sind aufgrund des Fehlens einer Tertiärstruktur sehr hitzestabil und damit nicht de-
naturierbar. Dies begründet, dass der CMC-Wert für Natriumcasein t sowohl vor als auch
nach Erhitzung unbeeinflusst bleibt.
Eine Glykosylierung im niedrigen, praxisrelevanten, Bereich ändert die Grenzflächeneigen-
schaften nativer Molkenproteine. Nach einer Hitzedenaturier ng ist dieser Effekt nicht mehr
gegeben.
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4.3.2 Trübungsmessung
Diese Untersuchungen sollten Aussagen über die Konsequenzen der Glykosylierung auf die
Emulgiereigenschaften der Molkenproteine in einer Emulsion liefern.
Die Bestimmung der Emulgieraktivität (EA) und der Emulsionsstabilität (ES) erfolgte durch
Trübungsmessung bei 500 nm nach der Methode vonPearce und Kinsella(1978). Für die
Durchführung der Messung wurden Emulsionen, bestehend ausÖl nd 0,01 %-iger Prote-
inlösung (1:3 (v/v)), frisch hergestellt sowie anschließend die Trübung in Abhängigkeit der
Zeit ermittelt. Dabei gilt, je größer die Trübung desto höher di Emulgierwirkung. Da es
sich bei den hergestellten Emulsionen um polydisperse Systeme handelt, bei welchen große
Teilchen die Streuintensität vieler kleiner Teilchen überlagern können, müssen die Messbe-
dingungen konstant gehalten werden, um auswertbare Ergebniss zu erhalten und um Ver-
gleiche der Proteineigenschaften bezüglich des Glykosylierungsgrades treffen zu können.
Die Emulgieraktivität (EA) entspricht der Trübung der frisch hergestellten Emulsion bei
0 min. Für die unterschiedlich glykosylierten Molkenproteine ist diese in der Abb.4-15dar-
gestellt (schwarze Graphen). Die EA und damit die Emulgierwirkung steigt mit der Glyko-
sylierung für alle untersuchten pH-Werte und ist mit der erhöhten Hydrophilie durch Anbin-
dung der Lactose zu erklären. Bei einem pH-Wert von 6,1 erhöhte sich die Emulgieraktivität
um ca. 37 % zwischen 4,6 % Lysmod und 16,7 % Lysmod, bei pH 5,5 um ca. 10 %. Die Be-
stimmung der Emulgieraktivität erfolgte ebenfalls nach Eritzen der Proteinlösungen und
anschließender Emulsionsherstellung. In der Abb.4-15ist die Emulgieraktivität nach Erhit-
zen (rote Graphen) in Abhängigkeit von der Glykosylierung für drei unterschiedliche pH-
Werte dargestellt. Denaturierte Molkenproteine zeigen eine verbesserte Emulgierwirkung
im Vergleich zu nicht denaturierten Proben. Zudem zeigt sich eine deutliche Abhängigkeit
der EA von der Glykosylierung bei allen untersuchten pH-Werten und damit eine Verbesse-
rung der Emulgierwirkung mit steigender Lysinblockierung.
Der Zerfall der Emulsion ist eine Reaktion 1. Ordnung. Dabei entspricht die Emulsions-
stabilität (ES) der Halbwertszeit der Anfangstrübung. DieErgebnisse der Bestimmung der
ES über die Trübungsmessung sind in der Tab.4-5(1. Teil) dargestellt. Die Wirkung des ver-
wendeten Proteins als Emulgator lässt sich in Abhängigkeitvon der Lysinblockierung deut-
lich erkennen. Eine Proteinmodifizierung von 16,7 % im Verglich zur unbehandelten Probe
führt bei einem pH-Wert von 5,5 zur einer eindeutigen Verbesserung der Eigenschaften als
Emulgator für O / W - Emulsionen. Ähnliche Effekte sind in derLiteratur fürβ -Casein be-
schrieben. So wirkt sich eine Glykosylierung des Proteins von ca. 50 % stabilitätserhöhend
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Abb. 4-15: Abhängigkeit der Emulgieraktivität von der Lysinmodifizierung vor und nach Erhitzen
bei drei unterschiedlichen pH-Werten; erhitzt bei 80◦C, 10 min, schwarz: vor Erhit-
zung, rot: nach Erhitzung
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Tab. 4-5: Abhängigkeit der Emulsionsstabilität von der Lysinblockierung; dargestellt für drei aus-
gewählte pH-Werte, vor und nach Erhitzung (80◦C, 10 min)
Emulsionsstabilität [min]
pH 7,4 pH 6,1 pH 5,5
4,6 % Lysmod 21,9±0,5 15,5±0,6 12,2±0,4
16,7 % Lysmod 6,6±0,2 15,4±1,4 30,4±1,6
4,6 % Lysmod, erhitzt 9,1±0,5 9,7±0,5 11,4±0,9
16,7 % Lysmod, erhitzt 15,1±0,6 14,8±0,7 18,9±1,2
auf Emulsionen aus (Darewicz et al. 1998). Der pH-Wert von 5,5 liegt nahe dem isoelektri-
schen Punkt der Molkenproteine (pI: 5,1 - 5,3), wo die Nettoladung gleich Null ist. Für eine
erhöhte Emulsionsstabilität der Konjugate wirken die nachußen gerichteten, also zur Lö-
sung orientierten Zuckermoleküle, welche über sterische Effekte eine gewisse Abschirmung
emulgierter Fetttröpfchen voneinander begünstigen. Die amphiphilen Konjugate adsorbie-
ren besser an der O / W - Oberfläche mit den hydrophoben Ketten,welche sich zur Ölphase
orientieren und den hydrophilen Resten in Richtung Wasser. Zusätzlich wurde eine Verklei-
nerung der Fetttröpfchen mit Glykosylierung erreicht, diemit verbesserten Emulgiereigen-
schaften einhergeht (siehe4.3.3). Der pH-Wert von 5,5 ist besonders für die Problemstellung
relevant und herrscht in dem für diese Arbeit ausgesuchten Lebensmittel (Schmelzkäsezu-
bereitung) vor. Bei einem pH-Wert von 6,1 zeigt sich kein Einfluss der Lysinblockierung auf
die Emulsionsstabilität. Bei pH 7,4 wird ein umgekehrter Effekt beobachtet. Hier sinkt die
Emulsionsstabilität mit der Glykosylierung. In der Literatur wird von einer Instabilität der
durch Molkenproteine stabilisierten Emulsionen bei Annäherung des pH-Wertes berichtet,
wenn der pH-Wert sich dem isoelektrischen Punkt nähert (Onsaard et al. 2006, Metwal-
ly 2004, Chanamai und McClements 2002, Pearce und Kinsella 1978). Dies wird mit der
relativ niedrigen elektrostatischen Repulsion zwischen den emulgierten Tröpfchen erklärt.
Bei niedrigem pH-Wert haben die meisten der Aminosäuregruppen eine positive Ladung
(-NH3+) während die meisten Carboxylgruppen neutral sind (-COOH). Mit Erhöhung des
pH-Wertes kommt es zur Verringerung des Ausmaßes der positiven Ladung von Emulsi-
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onströpfchen, teilweise begründet durch einsetzende negativ Ladung der Carboxylgruppen
(-COO−) und das Neutralwerden der Aminogruppen (-NH2) (Chanamai und McClements
2002, Onsaard et al. 2006). Die positive Ladung des Proteins trägt zur elektrostatischen Re-
pulsion bei (Metwally 2004).
Die Emulsionsstabilität für erhitzte Proben steigt mit Glykosylierung bei allen unter-
suchten pH-Werten, wie aus der Tab.4-5 (2. Teil) ersichtlich. Die hydrophoben Reste im
Proteinmolekül sind während der Ausbildung der Emulsion inde Öltröpfchen verankert.
Die Zuckerreste orientieren sich nach der Emulsionsausbildung in die wässrige Phase und
beschleunigen die Bildung einer dicken sterischen Schicht um diese und unterdrücken da-
durch die Koaleszenz der Öltröpfchen. Grund für die erhöhteEmulsionsstabilität könnte die
erhöhte Oberflächenhydrophobizität sein, welche aus der Erhitzung resultiert. Wegen der
erhöhten Flexibilität und Oberflächenhydrophobizität adsorbieren die denaturierten Protei-
ne besser an der Öl-in-Wasser-Oberfläche, mit den „ausgestellt n“ hydrophoben Resten in
Kontakt mit der Ölphase.
Eine denaturierte niedrig glykosylierte Molkenproteinprobe (4,6 % Lysmod) zeigt nach Er-
hitzung geringere ES-Werte als vor Erhitzung. Dies überrascht, da nachIbrahim et al.(1993)
dasβ -Lg bei 80◦C signifikant bessere Emulgiereigenschaften zeigte. Bei dieser Arbeit trifft
diese Aussage nur für die Emulgieraktivität, nicht jedoch für die Emulsionsstabilität zu. Al-
lerding wurde beiIbrahim et al.(1993) keine Glykosylierung berücksichtigt.
4.3.3 Lichtmikroskopische Untersuchungen
Die lichtmikroskopischen Untersuchungen eignen sich zur Abschätzung der Tröpfchengrö-
ße des emulgiertes Fettes. Um die emulgierten Tröpfchen eindeutig zu identifizieren wird
die Fettphase in den frisch hergestellten Emulsionen (siehe 4.3.2) mit Sudanschwarz ange-
färbt. Zur Größenabschätzung der Tröpfchen wird eine Neubauerk mmer verwendet, in der
ein feststehendes Raster mit definiertem Abstand einzelner Quadrate eingearbeitet ist. Auf
dieser Grundlage kann ein Maßstab mithilfe der Bildbearbeitungssoftware ermittelt und zur
Größenbestimmung eingesetzt werden.
Es zeichnet sich eine Abhängigkeit der Größenverteilung der dispersen Phase vom Gly-
kosylierungsgrad des eingesetzten Proteins ab, wobei mit zunehmender Modifizierung das
Verhältnis der kleinen Tröpfchen relativ zu den größeren erhöht wird. Durch die Abnahme
der Anzahl großer Fetttröpfchen lassen sich positive Effekte hinsichtlich der Emulgierwir-
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kung für modifiziertes Molkenprotein ableiten. Abb.4-16 zeigt digitale Aufnahmen nach
lichtmikroskopischer Untersuchung von Molkenprotein-stabilisierten Emulsionen. Abb.4-
17 zeigt eine Zusammenstellung der Tröpfchengrößenverteilung von Emulsionen mit gly-
kosylierten Molkenproteinen.
Zur Abschätzung der Verteilung der Tröpfchengröße wurde mittels Neubauerkammer ein
Maßstab ermittelt und die Teilchendurchmesser in drei Klassen eingeteilt („klein“: d < 5µm,
„mittel“: 5 < d < 10 µm, „groß“: d > 10µm). Mit steigender Glykosylierung kann beobach-
tet werden, dass der Anteil „großer“ und „mittlerer“ Tröpfchen zugunsten der „kleinen“
abnimmt. Nach Durchführung einer einfachen Varianzanalyse sowie einesTukey-Tests er-
geben sich für Molkenprotein-stabilisierte Emulsionen, signifikante Unterschiede innerhalb
der Größenklassen „bis 5µm“ und „5 < d < 10µm“. Für die Tröpfchenklasse „> 10µm“
sind die Unterschiede nicht signifikant. Somit tritt eine Abhängigkeit zwischen der Gly-
kosylierung und den emulgierenden Eigenschaften des Proteins zu Tage, da die Reduktion
der Teilchendurchmesser der dispersen Phase eine Erhöhungder Emulsionsstabilität be-
dingt. Die Tröpfchengröße dient häufig als Qualitätsparameter zur Charakterisierung der
emulgierenden Eigenschaften eingesetzter Proteine. Die Verkleinerung des Teilchendurch-
messers (r) der dispersen Phase bedeutet nach demStokéschen Gesetz (4-2) ein höheres
Maß an Stabilität der Emulsion gegenüber Aufrahmung bzw. Sedim ntation, da sich die








g Fallbeschleunigung (9,81 m/s2)
∆ρ Dichteunterschied
η Viskosität
Der Anteil an „kleinen“ Tröpfchen ist bei jeder Probe am größten. Dieser Effekt ist auf
die Durchführung der Untersuchungen zurückzuführen, da durch die Mikroskopie bedingt
nur eine Ebene des Präparates dargestellt werden kann. Deshalb werden die kugelförmigen
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Abb. 4-16: Lichtmikroskopische Aufnahmen zum Vergleich der Tröpfchengröße zwischen Mol-
kenprotein mit 4,6 % Lysmod (A) und 16,7 % Lysmod (B)
Abb. 4-17: Tröpfchengrößenverteilung der dispersen Phase der mit Molkenprotein stabilisierten
Emulsionen, nach lichtmikroskopischer Untersuchung
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Tröpfchen als Kreise abgebildet, wobei ein Querschnitt durch diese Kugel nicht zwangsläu-
fig durch deren Mittelpunkt sondern an beliebiger Stelle erfolgt. Somit ist die Wahrschein-
lichkeit am größten, dass die im Lichtmikroskop sichtbarenKreisdurchmesser kleiner sind
als die Durchmesser der kugelförmigen Tröpfchen. Hierbei ergibt sich eine Größenvertei-
lung, die zu niedrigeren Durchmessern verschoben wird.
Die emulgierende Fähigkeit des höher modifizierten Molkenproteins (26,2 % Lysmod) ent-
spricht etwa der Emulgierwirkung von Natriumcaseinat-stabilisierten Emulsionen (Ergeb-
nisse nicht dargestellt).
4.3.4 Zusammenfassung der Emulgiereigenschaften
Einen positiven Einfluss der Modifizierung von Molkenprotein mit Lactose auf die Emul-
giereigenschaften zeigen die Ergebnisse der Oberflächenspan ungsmessung und der daraus
abgeleiteten kritischen Mizellbildungskonzentration (CM). Hier ist eine deutliche Abnah-
me der CMC in Abhängigkeit von der Lysinblockierung festzustellen. Die modifizierten
Proteine aggregieren bereits bei niedrigeren Konzentrationen zu Mizellen. Dieser Umstand
korreliert mit einer Verbesserung der Grenzflächen- und damit der Emulgiereigenschaften.
Nach Erhitzen der Molkenproteinlösungen kommt es zu keinerBe influssung der CMC für
glykosylierte Molkenproteine. Der Einfluss der erhöhten Hydrophibizität durch die Dena-
turierung ist möglicherweise größer als der Einfluss der gebundenen Lactose. Der Abfall
der CMC ist dabei umso größer je weniger das Protein glykosyliert wurde. Dies liegt an
der verbesserten Thermostabilität und der damit verzögerten Denaturierung mit steigendem
Glykosylierungsgrad.
Daneben kommt es ebenfalls zur Erhöhung der Emulgieraktivität sowohl vor als auch nach
Erhitzen der glykosylierten Molkenproteinlösungen, wie mittels Trübungsmessung gezeigt
werden konnte. Die Emulsionsstabilität variiert stark in Abhängigkeit des untersuchten pH-
Bereiches und wird bei einem pH von 5,5 vor Erhitzung sowie in allen untersuchten pH-
Bereichen nach Erhitzung mit steigender Glykosylierung erhöht.
Die Ergebnisse der Tröpfchengrößenverteilung der dispergierten Fettphase, bestimmt mit-
tels lichtmikroskopischer Untersuchungen, bestätigt diebisher formulierten Aussagen hin-
sichtlich einer Verbesserung der emulgierenden Eigenschaften in Abhängigkeit von der Pro-
teinmodifizierung. Mit steigender Lysinblockierung kommtes zur Abnahme der Tröpfchen-
größe. Über den gesamten Bereich des Glykosylierungsgradesk nn eine stetige Verbesse-
rung der Emulgiereigenschaften von Molkenproteinen beobachtet werden.
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Tab. 4-6: Zusammenfassung der Auswirkungen der Glykosylierung auf die Emulgierei enschaften
der Molkenproteine
Methode Tensiometrie Trübung Trübung Lichtmikroskopie
CMC EA ES
Ergebnis verbesserte erhöhte pH-abhängig reduzierte
Grenzflächen- Emulgier- Fetttröpfchen-
eigenschaften aktivität größe
Ergebnis kein erhöhte erhöhte -
nach Erhitzung Effekt EA ES -
Die Ergebnisse der Bestimmung der CMC und die Tröpfchengrößenverteilung deuten darauf
hin, dass dabei die Eigenschaften glykosylierter Molkenproteine bezogen auf die Fähigkeit
Emulsionen zu bilden und zu stabilisieren, denen unbehandelter Natriumcaseinate ähneln.
Somit werden die modifizierten Molkenproteine „casein-ähnlic “.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine nichtzymatische Glykosylierung
die emulgierenden Eigenschaften von Molkenproteinen beeinflusst, wie über Oberflächen-
spannungs- (mit CMC) und Trübungsmessung gezeigt werden konnte. Mikroskopische Un-
tersuchungen bestätigen diese Ergebnisse über den gesamten Bereich des Modifizierungs-
grades für frisch hergestellte Emulsionen. Ein Transfer der Ergebnisse bezüglich der Emul-
giereigenschaften von Molkenprotein-Lösung (Tensiometrie) auf Molkenprotein-Emulsion
(Trübung, Lichtmikroskopie) ist somit gelungen. Die Schlussfolgerung, dass die Emulgie-
reigenschaften mit zunehmender Glykosylierung von Molkenproteinen verbessert werden,
steht im Einklang mit der Literatur (Chevalier et al. 2001, Nacka et al. 1998, Groubet et al.
1999).
4.4 Nichtenzymatische Glykosylierung und ihre
Auswirkungen im Lebensmittel (Beispiel:
Schmelzkäsezubereitung)
Um die bisher gewonnenen Ergebnisse auf ein echtes Lebensmittel übertragen zu können,
wurde eine standardisierte Modell-Schmelzkäsezubereitung im Labormaßstab hergestellt
und der Einfluss der Zugabe von unterschiedlich nichtenzymatisch glykosylierten Molken-
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Tab. 4-7: Rezeptur einer standardisierten Schmelzkäsezubereitung
Chester- Wasser Butter Molken- Koch- langkettiges Trinatrium- Natrium-
käse pulver salz Poly- ortho- citrat
phosphat phosphat
40 % 31,1 % 13 % 12,8 % 0,7 % 1,6 % 0,4 % 0,4 %
proteinen auf das Endprodukt untersucht. Hierbei handelt es sich um ein komplexes Le-
bensmittel, welches entsprechend der verwendeten Rohware u. . Protein, Milchfett und sei-
ne Fettbegleitstoffe sowie Lactose enthält. Die zugesetzten Schmelzsalze haben primär die
Aufgabe, die Phasentrennung des Käses in Lipide, Eiweiß undWasser zu verhindern, d. h.
sie dienen der Stabilisierung der Emulsion Schmelzkäse. Schmelzkäse und -zubereitungen
sind Milchprodukte mit dem höchsten Veredlungsgrad, bevorsie den Konsumenten errei-
chen. Daher sind sie lebensmittelwissenschaftlich eines der interessantesten, aber auf Grund
ihrer Komplexizität unvollständig erforschten Milchprodukte (Berger et al. 1989).
Zur Herstellung einer Modell-Schmelzkäsezubereitung werden die Zutaten (Käse, Was-
ser, Butter, Molkenpulver, Kochsalz und Schmelzsalze) miteinander homogenisiert und an-
schließend bei einer vorgewählten Zeit- und Temperaturführung geschmolzen (siehe3.16).
Hierbei handelt es sich um ein streichfähiges Produkt, das über mehrere Monate haltbar
ist. Der Modell-Schmelzkäsezubereitung wurden 12,8 % Molkenpulver in unterschiedlichen
Glykosylierungsstufen zugesetzt und jeweils dreimal eineModell-Schmelzkäsezubereitung
hergestellt. Tabelle4-7 zeigt die Zusammensetzung dieses Lebensmittels. Um die Auswir-
kungen der nichtenzymatischen Glykosylierung in dieser Modell-Schmelzkäsezubereitung
bestimmen zu können, müssen relativ hohe Mengen an Protein zugesetzt werden. Zur Cha-
rakterisierung des Einflusses der Lysinblockierung werdendi Festigkeit, die Mikrostruktur
und die sensorischen Eigenschaften des Endproduktes ermittelt.
4.4.1 Festigkeit
Die Festigkeit der Schmelzkäsezubereitungen wurde jeweils mehrfach (5-7 mal) mittels
Texture Analyser (TA) sowie mit einem Penetrometer (PNR) bestimmt. Die Auswertung
der Ergebnisse zeigt, dass die Festigkeit der Schmelzkäsezubereitung nicht nur vom Gly-
kosylierungsgrad beeinflusst wird, sondern ebenfalls starke Abhängigkeit von weiteren Pa-
rametern, wie Schmelztemperatur oder Alter der eingesetzten Rohware (Käse), erkennbar
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waren.
Um für die Problemstellung relevante Ergebnisse zu erhalten, wurde eine systematische
Planung der Untersuchungen zur Gewinnung von analytischenDaten durchgeführt. Ziel der
statistischen Versuchsplanung und der anschließenden Auswertung ist es, ein empirisches
Modell zu erhalten, das den Zusammenhang zwischen den unters chten Einflussgrößen und
den Zielgrößen quantitativ beschreibt. Bei der Optimierungbestand zunächst die Aufgabe,
die Zielgröße und die zu variierenden Einflussgrößen in geeigneter Art und Weise festzu-
legen. Da für die Untersuchung aufgrund der großen Anzahl von Faktoren ein vollständig
faktorieller Versuchsplan sich als zu aufwendig erwies, wurde nach einem Box-Behnken-
Plan gearbeitet. Dies ist ein aus vollfaktoriellen 3n-Plänen durch Reduktionen abgeleiteter
Versuchsplan. Hierfür sind 13 Versuche sowie zusätzlich zwei Wiederholungen des Zen-
tralpunktes erforderlich. Die Verwendung von Box-Behnken-Versuchsplänen ermöglicht
es weiterhin, nichtlineare Zusammenhänge zwischen den einzelnen Faktoren zu erkennen.
Diese sind entscheidend, wenn die Lage eines Maximums oder ein s Minimums gesucht
wird. Die Auswahl der Faktor-Stufen-Kombinationen wurde so optimiert, dass Zwei-Faktor-
Wechselwirkungen bestimmt werden können. Somit wird jede Kombinationsmöglichkeit
zweier Faktoren berücksichtigt.
1. Studie
Als Zielgröße wurde die Festigkeit gewählt, als Einflussparameter die Schmelztemperatur,
der Glykosylierungsgrad der eingesetzten Molkenproteinesowie das „Käsealter“, ausge-
drückt als NPN-Wert (siehe Tab.4-8). Der NPN-Wert (NPN: Nicht-Protein-Stickstoff) stellt
den in Trichloressigsäure löslichen Stickstoff einer Käseprobe dar und steigt mit fortschrei-
tender Proteolyse und damit mit dem Alter des Käses. Es sollte untersucht werden, ob und
in welchem Maße die gewählten Parameter die Festigkeit der Schmelzkäsezubereitung be-
einflussen.
Die Auswertung des Box-Behnken-Plans erfolgte mittels multipler Varianzanalyse (analysis
of variance, ANOVA), womit die Auswirkung verschiedener Faktoren auf die Mittelwerte
der beobachteten Variablen untersucht werden konnten. Dabei ist vorrangig, ob die Ein-
flussfaktoren einen statistisch signifikanten Effekt habenoder ob die Beobachtungen sich
nur zufällig voneinander unterscheiden.
Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass der NPN-Wert sowie die Schmelztemperatur einen
signifikanten Einfluss auf die Festigkeit des Endproduktes haben, wie aus der Abb.4-18
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Tab. 4-8: Box-Behnken-Plan für drei Faktoren zur Bestimmung der Festigkeitseinflüsse. Schmelz-
temperatur, Glykosylierungsgrad (Lysmod) und NPN-Wert als Einflussparameter.
Versuch Temperatur [◦C] Lysmod [%] NPN [mg/g]
1 80 4,6 2,3
2 90 4,6 2,3
3 80 16,7 2,3
4 90 16,7 2,3
5 80 10,2 0,9
6 90 10,2 0,9
7 80 10,2 3,9
8 90 10,2 3,9
9 85 4,6 0,9
10 85 16,7 0,9
11 85 4,6 3,9
12 85 16,7 3,9
13 85 10,2 2,3
14 85 10,2 2,3
15 85 10,2 2,3
ersichtlich. Hierbei zeigt sich für das „Käsealter“ sowohleine lineare als auch quadratische
Abhängigkeit. Das heißt, dass sich die signifikanten Zusammenhänge für die Einzelwer-
te mittels quadratischer sowie linearer Funktion beschreiben lassen. Diese hochsignifikante
Abhängigkeit bedeutet, dass mit steigendem NPN-Wert (= Alter des eingesetzten Käses) die
Festigkeit negativ beeinflusst wird, d. h. das Endprodukt wird eicher. Für die Schmelztem-
peratur zeigte sich dagegen nur eine lineare Abhängigkeit.D r Glykosylierungsgrad zeigt
einen Einfluss, der allerdings unter der Signifikanzgrenze liegt. Die zweidimensionale Dar-
stellung der die Festigkeit (bestimmt mittels TA) beeinflussenden Faktoren zeigt nochmals
die Effekte des NPN-Wertes und der Temperatur für die drei Glykosylierungsgrade (Abb.
4-19). NPN zeigt den größten Einfluss auf die Festigkeit. Zu erkennen ist tendenziell eine
Erweichung des Endproduktes (negative Festigkeit) mit steigendem NPN-Wert des Käses in
allen untersuchten Temperaturbereichen sowie Glykosylierungsgraden. Bei einem „jungen
Käse“ (NPN: 0,9 mg/g) ist die Temperatur die entscheidendste Einflussgröße. Beim „mit-
108 4 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse


















p = 0,05 Signifikanzgrenze
Abb. 4-18: Paretodiagramm des Box-Behnken-Versuches; Zielgröße: Festigkeit(Temp: Tempe-
ratur, Gly-Grad: Glykosylierungsgrad, (L) linearer Zusammenhang, (Q) quadratischer
Zusammenhang und (-) negative Festigkeit
telalten Käse“ (NPN: 2,3 mg/g) handelt es sich möglicherweise um ein stabiles Netzwerk,
in dem stärkste Beeinflussung durch die Glykosylierung eine Rolle spielt. Ein „alter Käse“
(NPN: 3,9 mg/g) wird weder von der Schmelztemperatur noch vom Glykosylierungsgrad
beeinflusst, da hier wegen starker Proteolyse die erwähntenAuswirkungen unbedeutend
werden. Ebenfalls ist zu erkennen, dass steigende Schmelzte peratur zur Erhöhung der
Festigkeit der Schmelzkäsezubereitung führt. Für den Glykos lierungsgrad zeigte sich nur
tendenziell eine (lineare) Abhängigkeit. Der Einfluss auf die Zielgröße ist vorhanden, aller-
dings ist dieser keinesfalls signifikant. Vor allem bei einem mittleren NPN-Wert (2,3 mg/g)
wird der Einfluss der Lysinblockierung sichtbar (Abb.4-19(c)). Hier wird die Tendenz er-
kennbar, dass die steigende Lysinmodifizierung einen erweichenden Effekt hat.
Eine dreidimensionale Darstellung der Zusammenhänge zwischen der Festigkeit und der
Schmelztemperatur sowie der Lysinblockierung zeigt Abb.4-20. Auch hier ist eine ein-
deutige Erhöhung der Festigkeit mit steigender Temperaturzu erkennen. Ebenfalls ist ein
erweichender Effekt bei zunehmender Glykosylierung sichtbar.
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(a) NPN = 0,9 mg/g (b) NPN = 3,9 mg/g
(c) NPN = 2,3 mg/g
Abb. 4-19: Darstellung der Auswirkungen der Einflussgrößen (Lysmod, NPN, Temperatur) auf die
Zielgröße Festigkeit; bestimmt mittels Texture Analyser
























Abb. 4-20: Dreidimensionale Darstellung der Zusammenhänge Festigkeit-Schmelztemperatur-
Glykosylierungsgrad
2. Studie
Zum Nachweis der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden die Box-Behnken-Versuche
in reduziertem Umfang abermals durchgeführt. In der 2. Studie sollte der Einfluss der Gly-
kosylierung auf die Festigkeit (erweichender Effekt) bei einem mittleren NPN-Wert wie-
derholt und gegebenenfalls bestätigt werden. Neben dem mittleren „Käsealter“ als Parame-
ter sollten die beiden Eckdatenpunkte („junger“ und „gereifter“ Käse) ebenfalls mitgeführt
werden. Für dieses Experiment wurden Schmelzkäsezubereitung n mit jeweils zwei Gly-
kosylierungsgraden der Molkenproteine (Lysmod 4,6 % und 16,7 %) und bei zwei Schmelz-
temperaturen (80 und 90◦C) hergestellt. Um den Einfluss des Käsealters noch genauer zu
verifizieren wurde die Schmelzkäsezubereitung unter Zusatz von Käse mit vier unterschied-
lichen NPN-Werten (NPN: 1,1; 2,3; 2,4 und 4,2 mg/g) produziert. Bei allen Proben wurde
nach ihrer Herstellung die Festigkeit mittels Texture Analyser (Abb.4-21) sowie Penetro-
meter bestimmt. Aus der Abbildung4-21wird sichtbar, dass es im mittleren NPN-Bereich
(2,3 mg/g und 2,4 mg/g) tendenziell zu einem erweichenden Effekt (= verringerter Wert)
mit Glykosylierung für beide Schmelztemperaturen kommt. Bei einem jungen Käse (NPN:
1,1 mg/g) ist die Temperatur, bei höheren NPN-Werten (3,9 mg/g) die Proteolyse die ent-
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(a) NPN = 1,1 mg/g (b) NPN = 4,2 mg/g
(c) NPN = 2,3 mg/g (d) NPN = 2,4 mg/g
Abb. 4-21: Festigkeit in Abhängigkeit von Schmelztemperatur und von Lysinmodifizierung für
Schmelzkäsezubereitungen mit unterschiedlichen NPN-Werten [mg/g]
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scheidende Einflussgröße.
Aus der Literatur ist ebenfalls bekannt, dass der Proteolysgrad des eingesetzten Kä-
ses einen großen Einfluss auf die rheologischen Eigenschaften des Schmelzkäses hat und
zur Erweichung der Produkte mit steigender Proteolyse führt (Caric und Kaláb 1993, Pi-
ska und Stetina 2004, Mulsow et al. 2007). Die Herstellungstemperatur wird ebenfalls als
Einflussfaktor beschrieben, wobei es mit Erhöhung der Prozesstemperatur zur Erhöhung
der Festigkeit kommt (Lee et al. 1981, Kaláb et al. 1987, Dimitreli und Thomareis 2004).
Der Einfluss des Glykosylierungsgrades wurde bisher in der Lit atur noch nicht beschrie-
ben.
Bei der Betrachtung der Ergebnisse wird deutlich, dass kleinste Änderungen bei der Aus-
wahl der Rohware (Molkenpulver, Käse) sowie der Herstellungsbedingungen (Schmelztem-
peratur) einen signifikanten Einfluss auf die Festigkeit desEndproduktes haben.
4.4.2 Mikrostruktur
Zur Überprüfung des Einflusses der Glykosylierung auf die Mikrostruktur im Lebensmit-
tel wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgeführt. Sowohl Raster- als
auch Transmissionselektronenmikroskopie werden in der Forschung zur Erfassung der Mi-
krostruktur des Lebensmittels Schmelzkäse verwendet. Folgende Studien betrachten gene-
rell die Verteilung der in einer kontinuierlichen Proteinmatrix eingebetteten Fettkugeln im
Schmelzkäse:Heertje et al.(1981), Lee et al.(1981), Kaláb et al.(1987), Klostermeyer und
Buchheim(1988), Berger et al.(1989), Savello et al.(1989), Kaláb (1995), Marchesseau
et al.(1997).
In der vorliegenden Arbeit wurde die Rasterelektronenmikros opie (REM) sowie die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) nach Gefrierbuch verwendet. Mit beiden Me-
thoden wurde die Mikrostruktur der Modell-Schmelzkäsezubereitungen nach Zusatz unter-
schiedlich glykosylierter Molkenpulver untersucht. Hierb i sollten vor allem die Auswir-
kungen der Lysinblockierung auf die Proteinmatrix im Lebensmittel betrachtet werden. Um
zu gewährleisten, dass die gezogene Probe das Endprodukt inseiner Gesamtheit repräsen-
tiert, wurde eine Dreifachuntersuchung durchgeführt sowie zusätzlich jede Probe an mehre-
ren Stellen des Lebensmittels analysiert. Die Festigkeitsunterschiede, welche in Abhängig-
keit des Glykosylierungsgrades festgestellt wurden (siehe4.4.1) waren die Auswahlkriterien
für die untersuchten Proben.
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Mit Hilfe von Literaturangaben und bisherigen Erfahrungenam Institut für Physikalische
Chemie der Technischen Universität Dresden bzw. der Bundesforschungsanstalt für Ernäh-
rung und Lebensmittel (BfEL) in Kiel konnten in der sehr aufwändigen REM (Abb.4-24,
4-25) bzw. TEM-Bildanalyse (Abb.4-22, 4-23) die für das Gefüge von Schmelzkäsezu-
bereitungen wichtigen Strukturen (Fett und Protein) erkannt werden. Dabei entspricht die
TEM-Aufnahme4-22 der REM-Aufnahme4-24 und die TEM-Aufnahme4-23 der REM-
Aufnahme4-25. Mit beiden Methoden ist ein Proteingefüge mit darin eingebetteten Fett-
kugeln bzw. Fettaggregaten zu erkennen. Mittels TEM ist es möglich eine Abbildung des
Ist-Zustandes darzustellen, da die Lebensmittelprobe nicht verändert wird. Die Auflösung
beträgt bei dieser Technik 0,1 nm.
Die erste TEM-Abbildung (Abb.4-22) stellt die Mikrostruktur zweier Standard-Modell-
schmelzkäsezubereitungen dar, die einerseits mit einem Molkenpulver mit 10,2 % Lysmod
((a), zwei Aufnahmen untereinander) sowie andererseits mit 16,7 % Lysmod ((b), zwei Auf-
nahmen untereinander) unter gleichen Bedingungen hergestellt wurden.
Zwischen den Proben mit den Glykosylierungsgraden von 10,2% bzw. 16,7 % können Un-
terschiede erkannt werden. Während die mit dem niedrig glykosylierten Protein hergestell-
te Schmelzkäsezubereitung in der Nähe des Fettes große Bereiche zeigt, in denen keine
Proteinmatrix zu finden ist (Serum), gibt es diese Bereiche bei den 16,7 %-Proben kaum.
Daraus kann abgeleitet werden, dass mit steigender Glykosylierung die Homogenität der
Proteinmatrix zunimmt. Dieser Effekt ist unabhängig von der g wählten Schmelztempera-
tur. Die vorhandenen Serumbereiche bei niedrig glykosylierten Proben sind sowohl bei der
Herstellungstemperatur von 80◦C (siehe Abb.4-22) als auch 90◦C (siehe Abb.4-23) ein-
deutig zu erkennen. Vermutlich wird hier die Emulgatorwirkung der Proteine mit steigender
Lysinmodifizierung deutlich. Während für die niedrig modifizierten Proteine das Emulga-
torvermögen noch nicht ausreicht, um die Phasen miteinander zu verbinden (Serumberei-
che vorhanden), so wird das mit steigender Glykosylierung auf ehoben. Die Emulgator-
wirkung der höher glykosylierten Proteine zeigt sich durchdie homogene Verteilung der
Proteinmatrix, ohne Unterbrechung durch die Serumbereiche. Somit hat die Proteinmodi-
fizierung positive Auswirkungen auf gewünschte physikalische Eigenschaften, wie Emul-
gierwirkung sowie Homogenität der Proteinmatrix der Schmelzkäsezubereitung, zur Fol-
ge.
Mit Hilfe der zweiten Methode (Rasterelektronenmikroskopie) sollten die mittels TEM
getroffenden Aussagen überprüft sowie bestätigt werden. Da bei der Probenaufarbeitung die
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(a) 10,2 % Lysmod (b) 16,7 % Lysmod
Abb. 4-22: Transmissionsmikroskopische Aufnahmen von zwei Schmelzkäsezubereitungen, her-
gestellt bei 80◦C unter Einsatz von Molkenprotein (a) mit je 10,2 % Lysmod (Festigkeit
= 0,3 N) (b) mit je 16,7 % Lysmod (Festigkeit = 0,1 N). (S: Serum, P: Proteinmatrix, F:
Fettkugel, FA: Fettaggregat, L: liposomartige Fettteilchen)








(a) 10,2 % Lysmod (b) 16,7 % Lysmod
Abb. 4-23: Transmissionsmikroskopische Aufnahmen von zwei Schmelzkäsezubereit ngen, herge-
stellt bei 90◦C unter Einsatz von Molkenprotein (a) mit je 10,2 % Lysmod (Festigkeit =
0,45 N) (b) mit je 16,7 % Lysmod (Festigkeit = 0,23 N). (S: Serum, P: Proteinmatrix, F:
Fettkugel, FA: Fettaggregat)
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Proben entwässert und entfettet wurden, können in REM-Aufnahmen die Fettkugeln nur als
Hohlräume dargestellt werden (siehe Abb.4-24, 4-25). Demzufolge stellt die REM-Analyse
keine Abbildung des Ist-Zustands dar, lässt jedoch Rückschlü se auf den Ist-Zustand zu. Es
können Aussagen über das Struktur-Netzwerk sowie den Zustand n ch Behandlung (Ent-
wässerung, Entfettung) getroffen werden. Die Auflösung beträgt 1 nm.
Die Abbildung4-24 stellt die Mikrostruktur zweier Standard-Modellschmelzkäsezuberei-
tungen dar, die einerseits mit einem Molkenpulver mit 10,2 %Lysmod (a) sowie anderer-
seits mit 16,7 % Lysmod (b) unter gleichen Bedingungen hergestellt wurden. Somit ist diese
Aufnahme direkt mit der Abb.4-22 vergleichbar. Ebenfalls mittels REM konnten die Se-
rumbereiche in niedrig glykosylierten Proben identifiziert werden. Diese sind bei höherer
Modifizierung nicht mehr erkennbar. Zudem ist auffallend, dass die Fettkugeln mit steigen-
der Glykosylierung kleiner werden, wie schon mittels Lichtmikroskopie beobachtet. Damit
kann bestätigt werden, dass mit Fortschreiten der „frühen“Maillard-Reaktion die Emulga-
torwirkung der eingesetzten Proteine verstärkt wird. Die Modell-Schmelzkäsezubereitung
mit 16,7 % Lysmod (Abb. 4-24 (b)) besitzt eine homogenere Proteinmatrix, weniger große
Fettkugeln sowie ein gleichmäßigere schaumartige Proteinstruktur im Vergleich zu Abb.4-
24(a). Die Reduktion der Fettkugelgröße sowie verbesserte Homogenität der Proteinmatrix
mit steigender Glykosylierung ist ebenfalls bei höheren Herstellungstemperaturen (90◦C)
der Schmelzkäsezubereitung zu erkennen (Abb.4-25).
(a) 10,2 % Lysmod (b) 16,7 % Lysmod
Abb. 4-24: Rasterelektronische Aufnahmen von zwei Schmelzkäsezubereitungen,hergestellt bei
80◦C unter Einsatz von Molkenprotein (a) mit 10,2 % Lysmod, (b) mit 16,7 % Lysmod
(S: Serum, P: Proteinmatrix, F: Fettkugel)
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(a) 10,2 % Lysmod (b) 16,7 % Lysmod
Abb. 4-25: Rasterelektronische Aufnahmen von zwei Schmelzkäsezubereitungen,hergestellt bei
90◦C unter Einsatz von Molkenprotein (a) mit 10,2 % Lysmod, (b) mit 16,7 % Lysmod
Die Aufnahmen der Transmissions- und der Rasterelektronenmikroskopie liefern damit
sich ergänzende Aussagen. Die Homogenität der Proteinmatrix k nn durch die Blockierung
der Lysinseitenketten durch Lactose positiv beeinflusst werden. Zusätzlich wird die Ab-
nahme der Fettkugeldurchmesser mit Lysinmodifizierung erreicht, was auf die verbesserten
Emulgatoreigenschaften der eingesetzten Proteine hinweist. Die Glykosylierung zeigt da-
mit einen Einfluss auf das Struktur-Netzwerk in Proben, welch n diese Proteine zugesetzt
wurden.
4.4.3 Zusammenfassung der Auswirkungen der nichtenzymatischen
Glykosylierung im Lebensmittel
Der Transfer der Ergebnisse bezüglich der Emulgiereigenschaften von der Molkenprote-
inlösung (Verbesserung der Grenzflächeneigenschaften) über die Emulsion (Verkleinerung
der Fettkugelgröße, Verbesserung der Emulgieraktivität)zum Lebensmittel (homogene Ver-
teilung der Proteinmatrix) ist somit gelungen.Die Emulgatorwirkung konnte in allen unter-
suchten Medien wiedergefunden und bestätigt werden. Die Abnahme der Fettkugelgröße
konnte ebenfalls sowohl in frisch hergestellten Emulsionen mittels Lichtmikroskopie als
auch in einer Modell-Schmelzkäsezubereitung mittels Elektronenmikroskopie sichtbar ge-
macht werden.
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Die Festigkeit des Endproduktes (Modell-Schmelzkäsezubereitung) wird von der nichten-
zymatischen Glykosylierung der eingesetzten Molkenproteine beeinflusst. Es kommt ten-
denziell zur „Erweichung“ der Schmelzkäsetextur mit steigender Lysinblockierung, wenn
gleichzeitig ein „mittelalter“ Käse bei der Herstellung eingesetzt wird. Einen signifikanten
Einfluss auf die Endfestigkeit des Produktes haben zusätzlich die gewählte Schmelztempe-
ratur sowie der Proteolysegrad der eingesetzten Rohware.
Die mittels Elektronenmikroskopie dokumentierte Lebensmittelmikrostruktur zeigt eine
verbesserte Homogenität der Proteinmatrix mit steigenderGlykosylierung. Zusätzlich konn-
te die Abnahme der Fettkugelgröße mit Lysinblockierung nebe der Lichtmikroskopie auch
mit Elektronenmikroskopie dargestellt werden. Die beidenPhänomene weisen auf verbes-
serte Emulgiereigenschaften der eingesetzten Molkenproteine mit steigender Glykosylie-
rung hin.
4.5 Orientierende Untersuchungen zur Aromabindung in
Abhängigkeit vom Glykosylierungsgrad
Der Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass die nichtenzymatische Glykosylierung von
Proteinen deren Oberflächeneigenschaften und damit eventuell auch die Bindung von Aro-
mastoffen beeinflusst. Demzufolge sollte der Einfluss der Lysinmodifizierung in Modell-
Schmelzkäsezubereitungen und damit gegebenenfalls eine in Abhängigkeit von der Gly-
kosylierung veränderte Aromastoffwahrnehmung mit geeignte Methoden erfasst werden.
Zusätzlich sollte der Einfluss der Glykosylierung auf die Geruchsschwellenwerte einzelner
Aromastoffe in Molkenproteinlösungen überprüft werden.
4.5.1 Beschreibende Sensorik
Für die sensorische Studie wurden Modell-Schmelzkäsezubereitungen gewählt, denen Mol-
kenpulver mit unterschiedlichen Glykosylierungsgraden zugesetzt wurden und diese zusätz-
lich bei zwei unterschiedlichen Temperaturen hergestelltworden sind. In einem Triangeltest
(Dreieckstest) wurden die Lebensmittelproben von 16-20 Probanden (siehe3.22) sensorisch
beurteilt. Bei dem gewählten Test sollte aus drei Proben, vondenen zwei identisch und eine
abweichend war, die abweichende Probe erkannt werden. Anschließend sollte die durch die
Probanden bevorzugte Probe und eine Begründung angegeben werden (zusätzliche subjek-
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Tab. 4-9: Triangeltest zur Bestimmung der abweichenden Probe (Kriterium: Lysmod bzw. Herstel-
lungstemperatur);∗ Probe von Modellschmelzkäsezubereitung unter Einsatz von Molken-
proteinpulvern mit unterschiedlichem Glykosylierungsgraden (= Lysmod). α > 0,05 nicht
signifikant;α = 0,01 hoch signifikant;α = 0,001 sehr hoch signifikant
Probe∗ Herstellungs- abweichende Probe Signifikanz- Bevorzugung
Lysmod [%] temperatur [◦C] erkannt niveau höher glyk. Probe
4,6 vs. 16,7 80 / 80 75 % α = 0,01 88 %
4,6 vs. 11,5 90 / 90 88 % α = 0,01 58 %
4,6 vs. 10,2 90 / 90 81 % α = 0,01 54 %
10,2 vs. 10,2 80 / 90 94 % α = 0,001 -
13,0 vs. 16,7 90 / 90 50 % α > 0,05 75 %
16,7 vs. 16,7 80 / 90 63 % α = 0,01 -
tive Entscheidung).
Die Ergebnisse dieser sensorischen Einschätzung sind in der Tab.4-9 zusammengestellt.
Hier wird deutlich, dass fünf von sechs sensorischen Studien signifikante Unterschiede bei
den Kriterien Glykosylierungsgrad bzw. Herstellungstempratur zeigen. Bei jedem Pro-
bensatz wurde die abweichende Probe erkannt sowie zusätzlich die höher glykosylierte
Schmelzkäsezubereitung, sofern diese angeboten wurde, bevorzugt. In der charakterisieren-
den Beurteilung wurde die gewählte Probe gegenüber der Vergleichsprobe folgendermaßen
beschrieben: weicher, cremiger, bessere Konsistenz, kräftiger im Geschmack, käseartiger,
intensiverer Geruch, gutes Mundgefühl.
Nach der Auswertung der Ergebnisse, die eindeutig die veränd rten sensorischen Eigen-
schaften nach der Zugabe von glykosylierten Proteinen zur Schmelzkäsezubereitung zeigen,
stellte sich die Frage, ob eine unterschiedliche Aromawahrnehmung ebenfalls in Molken-
proteinlösungen abhängig vom Glykosylierungsgrad ist.
4.5.2 Studien zur Interaktion der Molkenproteine mit
Aromastoffen
Zur Untersuchung der Beeinflussung der Aromawahrnehmung in Abhängigkeit unterschied-
lich glykosylierter Molkenproteine in einem vereinfachten Modell wurden Untersuchungen
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Tab. 4-10:Literaturdaten zu Geruchsschwellen- und Hydrophobizitätswerten von ausgewählten
Aromastoffen
Aromastoff Summen- Geruchsschwelle Hydrophobizität
formel in Wasser∗ [logPO/W]
∗∗
Diacetyl C4H6O2 17 ppm - 1,4
(2,3-Butandion)
Furaneol C6H8O3 0,03 ppb 1,1
(2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanon)
2-Hexanon C6H12O 0,93 ppm 1,4
(Butylmethylketon)
Dimethyltrisulfid C2H6S3 0,01 ppm 2,2
δ -Decalacton C10H18O2 0,1 ppm 2,4
∗ nachBelitz et al.(2001)
∗∗ bestimmt mit ChemDraw Ultra 6.0.1
zur Interaktion der Molkenproteine mit ausgewählten Aromastoffen in Proteinlösungen mit
unterschiedlicher Glykosylierung durchgeführt. In diesen orientierenden Studien soll ge-
klärt werden, ob sich der Glykosylierungsgrad auf die Schwellenwerte einzelne Aromastoffe
auswirkt. Dementsprechend sind fünf natürlich in Cheddarkäse vorkommende Aromastoffe
(Diacetyl, 2-Hexanon,δ -Decalacton, Dimethyltrisulfid, Furaneol) ausgewählt worden. Mit
den entsprechenden Aromastoffstandards erfolgte die Bestimmung der Geruchsschwellen-
werte sowohl in Wasser als auch in Lösungen mit unterschiedlich glykosylierten Molken-
proteinen . Die Tabelle4-10 informiert über die aus der Literatur entnommenen Geruchs-
schwellenwerte der ausgewählten Aromastoffe in Wasser.
Die Abbildungen4-26und4-27geben einen Überblick über die gefundenen Schwellenwer-
te am Beispiel von 2-Hexanon, Diacetyl,δ -Decalacton und Dimethyltrisulfid (DMTS). Die
Konzentration einer Verbindung, die gerade noch zur Erkennung ihres Geruches ausreicht,
bezeichnet man als Geruchsschwelle (Erkennungsschwelle). Anhand der Schwellenkonzen-
tration kann die Aromawirksamkeit von Inhaltsstoffen verglichen werden.
Die Schwellenwerte der Aromastoffe in Wasser stimmen mit den in der Literatur angege-
benen größtenteils überein. Der Wert für Furaneol wird bei den Probanden nicht erreicht
und liegt – verglichen mit Literaturwerten – um das doppeltehöher (0,06 ppm). Die Ge-




Abb. 4-26: Geruchsschwellenwerte für(a)Diacetyl,(b) δ -Decalacton und(c) 2-Hexanon in Wasser
(grau), 4,6 % Lysmod (grün) und 16,7 % Lysmod (blau) Molkenproteinlösung.
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(a) Furaneol
(b) Dimethyltrisulfid
Abb. 4-27: Geruchsschwellenwerte für(a)Furaneol und(b) Dimethyltrisulfid in Wasser (grau),
4,6 % Lysmod (grün) und 16,7 % Lysmod (blau) Molkenproteinlösung.
ruchsschwellenwerte aus der Literatur werden mit den Methoden der Gaschromatographie
/ Olfaktometrie bestimmt und können mit den hier ermittelten nicht immer verglichen wer-
den.
Anhand der Beispiele (Abb.4-26und4-27) wird deutlich, dass sich Unterschiede in der
Aromastoffwahrnehmung Wasser zu Molkenproteinlösungen ergeben. Während die Wahr-
nehmung eines Aromastoffes im Wasser von den Probanden relativ früh erfolgt, wird dieser
in Molkenproteinlösung verzögert erkannt. Allgemein liegen die Geruchsschwellen der un-
tersuchten Aromastoffe in beiden Molkenproteinlösungen über den Werten in Wasser und
sind mit der Bindung an das Protein (Guichard und Langourieux 2000) bzw. durch den
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Eigengeruch der Molkenlösungen zu erklären. Die Schwellenwerte ändern sich nach Zuga-
be von nativem bzw. glykosyliertem Molkenprotein und zeigen einen Trend zu niedrigeren
Geruchsschwellenwerten mit höherer Lysinmodifizierung für die Aromastoffe Diacetyl, 2-
Hexanon undδ -Decalacton (siehe Abb.4-26) sowie Furaneol (Abb.4-27(a)). Die Schwel-
lenwerte des Dimethyltrisulfids (Abb.4-27(b)) zeigen keine Abhängigkeit von der Glykosy-
lierung. Durch einen gesonderten Test wurden reine Molkenproteinlösungen in einer Drei-
ecksprüfung untersucht, wobei die Geruchsunterschiede zwischen den Molkenlösungen mit
unterschiedlich modifizierten Proteinen ausgeschlossen werden konnten. Dementsprechend
sind alle Ergebnisse nur auf den Glykosylierungsgrad der Molkenproteine zurückzufüh-
ren.
Die Zusammenstellung der Geruchsschwellenwerte für die ausgewählten Standardsub-
stanzen der Aromastoffe in Molkenlösungen mit 4,6 % Lysmod sowie 16,7 % Lysmod ist aus
der Abb.4-28 ersichtlich. Dargestellt sind jeweils Geruchsschwellenwrte, bei denen die
Aromastoffe eindeutig durch mindestens 20 % der Prüfer (= 4 Probanden) in beiden Test-
lösungen erkannt wurden. Es wird deutlich, dass die Geruchsschwellenwerte mit steigen-
dem Glykosylierungsgrad tendenziell abnehmen. Wird beispi l weise beimδ -Decalacton
Abb. 4-28: Zusammenstellung der Geruchsschwellenwerte in Molkenproteinlösungen mitu ter-
schiedlichen Glykosylierungsgrad
124 4 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse
ein Geruchsschwellenwert von 0,375µg/l bei 55 % der Testpersonen in Molkenlösung mit
16,7 % Lysmod erkannt, ist dieser nur bei 20 % der Prüfer in der niedrig glykosylierten Pro-
be wahrnehmbar. Dieses Phänomen deutet darauf hin, dass dieAromakomponenten durch
glykosyliertes Molkenprotein entweder nicht so stark gebunden oder besser freigesetzt wer-
den. Für die Aromastoffe Diacetyl, 2-Hexanon,δ -Decalacton und Furaneol konnte somit in
Proteinlösungen hergestellt aus nichtenzymatisch glykosylierten Molkenproteinen (16,7 %
Lysmod) signifikant niedrigere Geruchsschwellenwerte ermitteltw rden als für nicht glyko-
sylierte Molkenproteine. Diese Interaktionen zwischen Aromastoffen und den glykosylier-
ten Proteinen könnte eine Bedeutung beim Zusatz dieser Proteine in Lebensmitteln haben,
da auch in geringen Konzentrationen das Aromaprofil des Lebensmittels beeinflußt werden
könnte. Diese Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungen der klassischen Sensorik über-
ein. Auch dort wurde ein intensiverer Käse-Geruch bei Modellschmelzkäsezubereitungen
unter Einsatz höher glykosylierter Proteine festgestellt. Demzufolge können die Geruchs-
schwellenwerte in Molkenproteinlösungen auf die Sensorikin einem komplexen Lebens-
mittel übertragen werden.
Untersuchungen zu Wechselwirkungen von Aromakomponentenmit glykosylierten Pro-
teinen sind in der Literatur bis heute nicht vorhanden. Bekannt ist dagegen, dass diverse
Aromastoffe mit Proteinen in Wechselwirkung treten können. Dies kann einerseits mit einer
chemischen Reaktion verbunden sein, andererseits können die Wechselwirkungen nicht-
kovalenter Art sein, wie z. B. Van-der-Waals-, Dipol-Dipol-, ionische und hydrophobe In-
teraktionen. Die genannten Wechselwirkungen gehen mit einer Intensitätsabnahme des Aro-
maeindruckes der wechselwirkenden Komponente einher. Somit kann es zur Änderung des
Aromapotenzials und damit zur Verschiebung des Aromaprofils kommen (Fritzler 2003,
Kühn et al. 2006).
Sostmann und Guichard(1998) ermittelten, dassβ -Lactoglobulin eine sehr gute Affinität zu
Methylketonen, Alkoholen und Aldehyden hat. Flüchtige Bestandteile können allerdings an
Proteine nur binden, wenn die entsprechenden Bindungsstellen verfügbar sind, d. h. wenn
diese Bereiche nicht durch Protein-Protein-Wechselwirkungen oder weitere Interaktionen
blockiert sind (Cheftel et al. 1992).
Die Studien vonLübke et al.(2002) zeigen, dassβ -Lg zwei unterschiedliche Bindungsstel-
len für Aromakomponenten aufweist, und zwar die Proteinoberfläche sowie die zentral lie-
gende hydrophobe Tasche (Abb.4-29) , schwarz dargestellter Bereich). An der Ausbildung
der hydrophoben Tasche desβ -Lg sind folgende Aminosäuren beteiligt: Val3, Thr4, Gln5,
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Abb. 4-29: Dasβ -Lactoglobulin Molekül mit antiparallelenβ -Faltblatt-Strukturen (cyan), derα-
Helix (grün) und den ungeordneten Bereichen (grau) sowie den Lysinresten (blau), den
bei der Bildung der beiden Disulfidbrücken beteiligten Cysteinresten (rot)und der „hy-
drophoben Tasche“ (schwarz). Lys47 und Lys91 sind gesondert (gold) gekennzeichnet.
(Dargestellt mit dem Programm RasMol 2.6)
Leu95, Phe105, Cys106, Leu117, Val118, Cys119, Phe136, Ala139, Leu140, Lys141, Ala142 und
Leu143. Diese Aminosäuren sind, ausgenommen Lys141, überwiegend hydrophober natur.
Allerdings ist noch nicht geklärt, welche Stelle für bestimmte Aromastoffe bevorzugt wird.
β -Lg ist bekannt für die Interaktionen mit verschiedenen Aromakomponenten wie Alkanen,
Ketonen (O’Neill und Kinsella 1987, Andriot et al. 2000, Guichard und Langourieux 2000,
Jouenne und Crouzet 2000a), Aldehyden (van Ruth et al. 2002), Lactonen (Sostmann und
Guichard 1998, Lübke et al. 2002, Guth und Fritzler 2004) und Estern (Pelletier et al. 1998,
Guichard und Langourieux 2000, Jouenne und Crouzet 2000b, Reiners et al. 2000). Da die
Bindungskonstante für dasβ -Lg in der homologen Reihe der Ester, Aldehyde, Ketone und
Alkohole mit Erhöhung der Kettenlänge (Hydrophobizität) innerhalb derselben chemischen
Klasse steigt, wurden vonO’Neill und Kinsella(1987), Pelletier et al.(1998), Guichard und
Langourieux(2000) hydrophobe Wechselwirkungen zwischenβ -Lg und Aromakomponen-
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ten vermutet. Der Einfluss der An- bzw. Abwesenheit von unterschiedlichen funktionellen
Gruppen und sterischen Faktoren auf den Grad der Aromastoffbindung durch Proteine ist
ebenfalls bekannt. Die Wechselwirkungen der Alkylkette mit β -Lg können durch polare
Gruppen reduziert werden. Der Grund ist die Einführung der Hydroxylfunktion (OH), wel-
che für die Abschwächung der Interaktionen verantwortlichist (Reiners et al. 2000). Die
Einführung der Aldehydgruppe führt zu einer leichten Erhöhung der Bindung.
Einige Studien berichten über die Bindung von Aromakomponenten an Molkenproteinkon-
zentraten bzw. -isolaten.Jasinski und Kilara(1985) erforschten die Bindung von 2-Nonanon
und Nonanal an Molkenproteinkonzentrate mittels Gleichgewichtsdialyse und fanden eine
große Anzahl an Bindungsstellen mit starker Bindungsaffinität. Starke Wechselwirkungen
zwischen Molkenproteinisolaten und Vanillin wurden vonLi et al. (2000) beschrieben.
Es sind zahlreiche Bindungsstudien mit Geruchsstoffen anβ -Lactoglobulin durchgeführt
worden, allerdings werden keine, widersprüchliche oder unzureichende Informationen über
die Bindungspositionen der Aromastoffe am Protein angegeben. Ferner liegen keine Studien
zur Bindung von Aromastoffen an nichenzymatisch glykosylierte Proteine vor.
Die hohe Bindungsaffinität desβ -Lactoglobulins für hydrophobe Substanzen würde die
verstärkte Bindung der untersuchten Aromastoffe an niedrigglykosyliertes Protein erklä-
ren. Mit Fortschreiten der „frühen“ Maillard-Reaktion kommt es zur Anbindung der pola-
ren Lactose und damit zur Erhöhung der Hydrophilie. Demzufolge binden die ausgewählten
Geruchsstoffe weniger stark an die glykosylierten Proteine, was das beobachtete Ergebnis
untermauert. Die unter den Aromastoffen auftretenden Differenzen in der Stärke der Bin-
dung an das Molkenprotein können von diversen chemischen und physikalischen Faktoren
abhängig sein. Zur Verdeutlichung kann die Hydrophobizität (Verteilungskoeffizient P) ei-
ner Verbindung, bzw. Lipophilie, als physikalische Größe herangezogen werden (siehe Tab.
4-10). Der Verteilungskoeffizient (P) wird definiert als das Konze trationsverhältnis eines
Stoffes zwischen zwei nicht mischbaren Phasen, die sich naceiner bestimmten Zeit im
Gleichgewicht befinden (meist Octanol (O) als organisches Lösungsmittel und Wasser (W))
und wird logarithmisch angegeben. Der so genannte Log PO/W-Wert einer Verbindung wird
zur experimentellen Ermittlung der Lipophilie herangezogen. Ein niedriger Log PO/W-Wert
weist auf wenig lipophile Substanzen hin und umgekehrt.
Der Aromastoff Dimethyltrisulfid weist den höchsten Log PO/W-Wert auf, was auf ei-
ne hohe Bindungsaffinität hinweist. Das es keinen Unterschied zwischen der Bindung zu
niedrig bzw. hoch glykosylierten Protein zeigt, muss hier die Lipophilie der Verbindung
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gegenüber der gesteigerten Hydrophibizität des Proteins überwiegen. Die Bindung des Dia-
cetyls mit niedriger Lipophilie (LogPO/W = -1,4) zeigt die größte Abhängigkeit von den
Glykosylierungsgraden des Proteins. Die Aromafreisetzung des Diacetyls erfolgt bei der
glykosylierten Probe besser, da der wenig lipophile Aromastoff chlechter an das Protein
gebunden wird.
Fritzler (2003) fand heraus, dass der Anstieg der Bindungsaffinität zu einemProtein ab-
hängig ist von der Lipophilie bzw. Zunahme der Lipophilie der Aromastoffe einer Verbin-
dungsklasse, wie vonγ-Nonalacton (LogPO/W = 1,9) zuγ-Undecalacton (LogPO/W = 3,3).
Da die untersuchten Aromastoffe nicht einer Verbindungsklasse angehören, können auch
die strukturellen Einflüsse der Aromakomponenten eine Rollebei der Bindungsaffinität zu
den unterschiedlich glykosylierten Proteinen spielen. Eie weitere Ursache für die verän-
derte Aromastoffbindung könnte in einer Beeinflussung der Grnzflächeneigenschaften der
Milchproteine bestehen.
Wie durchCheftel et al.(1992) untersucht, können Aromastoffe nur dann an Proteine bin-
den, wenn die entsprechenden Bindungsstellen verfügbar sind. Zudem wurde vonReiners
et al.(2000) festgestellt, dass die Interaktionen durch polare Gruppen reduziert werden. Bei
der Modifizierung der Molkenproteine wurden kovalent polare Gruppen (= Lactose) einge-
führt. Zusätzlich bilden diese eine sterische Abschirmung. Lys91 ist eine bevorzugte Gly-
kosylierungsstelle. Da sich dieser Lysinrest jedoch in derNähe der hydrophoben Tasche
desβ -Lactoglobulins befindet (siehe Abb.4-29), wird diese sterisch abgeschirmt und be-
hindert die Bindung der Aromastoffe in dieser hydrophoben Region. Die genannten Gründe
könnten damit die schwächere Bindung der Aromastoffe an glykos liertes Protein erklären.
Hierbei kommt es zur Einschränkung der Aromabindung, da einerseits das Protein bereits
blockierte Aminosäurereste und andererseits verstärkte Hydrophilie durch die Bindung von
Lactose an Lysin aufweist.
4.5.3 Zusammenfassung der Aromastudien
Die Glykosylierung beeinflusst die Geruchsschwellenwerteder ausgewählten Aromastoffe
in Molkenproteinlösungen und führt zu deren tendenziellerAbnahme mit steigender Lysin-
blockierung. Dadurch können die flüchtigen Verbindungen eher wahrgenommen werden,
wenn sie im Kontakt mit stärker glykosylierten Proteinen stehen.
Die Aussagen der deskriptiven Sensorik untermauern die Ergbnisse der Schwellenwert-
messungen und zeigen eine Bevorzugung der Schmelzkäsezuberit ng nach Addition gly-
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kosylierter Proteine. Auch hier wird von einer stärkeren Aromawahrnehmung gesprochen.
Somit ist der Transfer der Ergebnisse bezüglich der Aromastofffreisetzung von Molken-
proteinlösung auf molkenproteinhaltiges Lebenmittel gelungen. Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse erzielt mittels unterschiedlicher Methoden sowie Übrgang zum komplexeren System
zeigen gleiche Tendenz bezüglich der Veränderung der Aromawahrnehmung mit steigender
Lysinmodifizierung.
Die nichtenzymatische Glykosylierung beeinflusst die Aromastoffwahrnehmung durch
entsprechend modifizierte Proteine. Diese ist damit für dieveränderten sensorischen Ei-
genschaften verantwortlich, die durch Zugabe von glykosylierten Proteinen zur Modell-
Schmelzkäsezubereitung resultieren.
5 Zusammenfassung
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der nichtenzymatischen Glyko-
sylierung auf das Denaturierungsverhalten und die funktioellen Eigenschaften von Mol-
kenproteinen, hier im speziellen die emulgierenden Eigenschaften, untersucht. Nach ei-
ner Bestimmung technologisch relevante Glykosylierungsgrade sollten in unterschiedlich
glykosylierten Molkenproteinpräparaten das Denaturierungsverhalten sowie die Emulgie-
reigenschaften in Abhängigkeit vom Glykosylierungsgrad mit unterschiedlichen Methoden
bestimmt werden. Der aus praktischer Sicht relevante Einfluss der Glykosylierung auf die
sensorischen Eigenschaften wurde einerseits in Molkenproteinlösungen und andererseits
in einem komplexen System (Modell-Schmelzkäsezubereitung) erfasst. Schließlich galt es,
den Einfluss der Glykosylierung auf die Mikrostruktur und die Festigkeit am Beispiel der
Modell-Schmelzkäsezubereitung zu untersuchen und darausunmittelbare Konsequenzen für
die technologische Praxis abzuleiten.
Im Rahmen einer Bestandsaufnahme wurde zunächst das Ausmaß der „früh n“ Maillard-
Reaktion in kommerziellen Molkenpulvern ermittelt. Durch trockene Erhitzung wurden an-
schließend in einem Molkenproteinisolat Lysinderivatisierungen (Lysmod) von 4,6 % bis
26,2 % eingestellt. Die Bestimmung der Lysinblockierung erfolgte mit Hilfe der Furosin-
Methode. Die gewählten Bedingungen für die nichtenzymatische Glykosylierungsreaktion
führten zu keinen Oligomerisierungs- und Quervernetzungsreaktionen, sondern ausschließ-
lich zu einer Lysinmodifizierung im Laufe der „frühen“ Maillard-Reaktion.
Das Denaturierungsverhalten der Molkenproteine wird signifikant vom Ausmaß der nicht-
enzymatischen Glykosylierung der Lysinreste beeinflusst.Mit els RP-HPLC konnte gezeigt
werden, dass sich die nach 10 minütiger Erhitzung bei 80◦C bestimmbare Menge an säure-
löslichemβ -Lactoglobulin mit steigendem Glykosylierungsgrad von 40% (4,6 % Lysmod)
auf 82 % (22,4 % Lysmod) erhöhte. Die durch Denaturierung verursachte Oligomerisierung
wird mit steigender Glykosylierung verlangsamt, wie die SDS-PAGE bestätigte. Mittels
DSC wurde eine Zunahme der Denaturierungstemperatur von 79,5◦C bis auf 84◦C mit
Fortschreiten der „frühen“ Maillard-Reaktion bestimmt. Die Ergebnisse der Fluoreszenz-
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analytik zeigen eine verzögerte Entfaltung der Molkenproteine abhängig von der Lysinmo-
difizierung.
Die nichtenzymatische Glykosylierung beeinflußt damit maßgeblich das Denaturierungs-
verhalten. Mit steigender Lysinmodifizierung wird die Denaturierung der Molkenproteine
verlangsamt, wobei sich damit eine direkte Beeinflussung derFunktionalität ergibt. Es re-
sultieren thermostabilere Produkte mit erhöhter Löslichkeit.
Die Grenzflächeneigenschaften der Molkenproteine sind wesentlich von der nichtenzy-
matischen Glykosylierung abhängig. Durch Messung der Oberflächenspannung und der dar-
aus resultierenden kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) konnte eine Zunahme der
Grenzflächenaktivität für glykosylierte Molkenproteine und dadurch eine verbesserte Emul-
gierwirkung festgestellt werden. Die kritische Mizellbildungskonzentration sinkt dabei von
16,5 mg/l für 4,6 % Lysmod auf 12,1 mg/l für 16,7 % Lysmod. Die CMC der Molkenproteine
nähert sich mit der steigenden Glykosylierung dem Natriumcaseinat an (CMC: 10,5 mg/l),
welches als ein wesentlich besserer Emulgator im Vergleichzuβ -Lg bekannt ist. Als zweite
Methode zur Bestimmung der Grenzflächeneigenschaften wurdedie Trübungsmessung ver-
wendet, wobei frisch hergestellte Emulsionen, bestehend aus Molkenproteinen mit unter-
schiedlichen Glykosylierungsgraden sowie Öl, untersuchtwurden. Die Ergebnisse der bei
500 nm gemessenen Trübung zeigen eine Erhöhung der Emulgieraktivität sowohl vor als
auch nach Hitzedenaturierung der glykosylierten Molkenproteine zwischen 10 % und 27 %
in Abhängigkeit des pH-Wertes. Die Emulsionsstabilität (ES) wird ebenfalls von der nich-
tenzymatischen Glykosylierung beeinflusst und ist pH abhängig. So erhöht sich die ES bei
einem pH von 5,5 von 12,4 min bei 4,6 % Lysmod auf 30,4 min für 16,7 % Lysmod. Bei einem
pH-Wert von 7,4 wird die Emulsion instabiler mit steigenderLysinmodifizierung. Mittels
lichtmikroskopischer Untersuchungen gelang der Beweis derAbnahme der Fetttröpfchen-
größe mit Zunahme des Glykosylierungsgrades. Die Verringeung der Teilchendurchmesser
geht mit einer Verbesserung der Emulgiereigenschaften einher.
Die Glykosylierung verbessert erheblich die Emulgiereigenschaften der Molkenproteine.
Durch diese Veränderung werden die Molkenproteine „Casein-ähnlicher“ gemacht und da-
durch ihre Funktion als Emulgator verstärkt.
Die Herstellung einer stardardisierten Modell-Schmelzkäsezubereitung mit Zusatz unter-
schiedlich glykosylierter Molkenproteine sowie deren rheologische Untersuchungen lassen
einen Einfluss der Glykosylierung auf die Festigkeit des Endpro uktes erkennen. Wie mit-
tels Texturanalyse in Rahmen einer statistischen Versuchsplanung gezeigt werden konnte,
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ist die Festigkeit neben der Lysinmodifizierung der eingesetzten Proteine auch stark von
der Schmelztemperatur und dem Alter der verwendeten Rohware(= Käse) abhängig. Ein
„erweichender“ Effekt der Schmelzkäsezubereitung durch den Zusatz modifizierter Prote-
ine zeigt sich vor allem beim Einsatz von „mittelaltem“ Käse, welcher durch den Anteil
an Nichtproteinstickstoff (NPN-Wert) definiert wurde. Eine Schmelzkäsezubereitung, her-
gestellt bei 90◦C unter Zusatz von „mittelaltem“ Käse (NPN: 2,3 mg/l) und Molkenprote-
in mit 4,6 % Lysmod zeigt eine Festigkeit von 0,44 N, wie mittels Texturanalyseermittelt.
Vergleichsweise dazu zeigte eine Schmelzkäsezubereitung, die unter gleichen Bedingungen
hergestellt wurde und welche sich ausschliesslich in ihremGlykosylierungsgrad unterschei-
det (16,7 % Lysmod) eine signifikant weichere Textur.
Die Modell-Schmelzkäsezubereitungen wurden sowohl mittels Raster- als auch Transmissi-
onselektronenmikroskopie untersucht, um die Einfluss der eingesetzten glykosylierten Mol-
kenproteine auf die Mikrostruktur zu ermitteln. Augenfällig wurden signifikante Unterschie-
de in der Proteinmatrix zwischen niedrig und höher glykosylierten Proben. Mit steigender
Lysinmodifizierung verbessert sich die Homogenität des Proteinnetzwerkes, was auf die
geänderten Emulgiereigenschaften der eingesetzten Proteine zurückgeführt wird. Zudem
konnte – wie schon mittels Lichtmikroskopie – eine Abnahme der Fettkugelgröße mit stei-
gender Glykosylierung beobachtet werden.
Die sensorische Beurteilung der Schmelzkäsezubereitungenmit Zusatz unterschiedlich
glykosylierter Molkenproteine lässt einen signifikanten Uterschied zwischen den Proben
erkennen. Probanden bevorzugten die Modell-Schmelzkäsezubereitung, welche mit höher
glykosylierten Proteinen hergestellt wurde. Auch die Ergebnisse der Geruchsschwellenwert-
messung mit ausgewählten Aromastoffen (Diacetyl, 2-Hexanon, δ -Decalacton, Dimethyl-
trisulfid, Furaneol) in Molkenproteinlösungen zeigen eineverbesserte Aromastoffwahrneh-
mung bei modifizierten Proteinen. Für die Aromastoffe Diacetyl, 2-Hexanon,δ -Decalacton
und Furaneol konnten in Proteinlösungen hergestellt aus nichtenzymatisch glykosylierten
Molkenproteinen (16,7 % Lysmod) signifikant niedrigere Geruchsschwellenwerte ermittelt
werden als für nicht glykosylierte Molkenproteine.
Die Ergebnisse oben genannter Forschungen hinsichtlich der Auswirkungen endogener
Rohwareneigenschaften auf das Endprodukt sind von unmittelbarer Praxisrelevanz. Die ge-
wonnenen Grundlagenkenntnisse schaffen die Möglichkeit zur gezielten Funktionalisierung
bzw. Auswahl von Rezepturbestandteilen für „maßgeschneidert “ Produkte mit definierten
Eigenschaften sowie zur Steuerung bzw. Kontrolle der Rohstoffqualität.
6 Summary
The objective of this work was to study the influence of the nonenzymatic glycosylation
(glycation) on the denaturation and the functional properties of whey proteins, in particular
focusing on emulsifying characteristics.
The aim of the experiments was to prepare glycated whey proteins with varying degrees
of lysine modifications due to reaction with lactose, corresponding to lysine modificati-
on found in technologically relevant whey powders. The denaturation behaviour and the
emulsifying characteristics of the glycated proteins wereinv stigated using different me-
thods. Modified whey proteins were used to prepare emulsionsand the stabilizing effect of
the proteins were determined. Furthermore, the practically re evant consequences resulting
from the use of glycated whey proteins in complex food systemwith respect to microstruc-
ture, firmness and sensory quality were investigated using laboratory-prepared processed
cheese.
As proteins should be modified by thermal treatment in order to obtain lysine derivatizati-
on comparable to technologically relevant samples, we firstmeasured the extent of the early
Maillard reaction in a number of commercially available samples of whey protein isolates.
Based on these results, whey powder was heated in the dry stateat 60◦C to result in lysine
modifications (Lysmod) ranging from 4.6 % to 26.2 %. Lysine modification was measured
using furosine method. Under the used conditions, no oligomerisation of the proteins was
induced.
The denaturation of the whey proteins is affected significantly by the extent of the cor-
responding glycation. Applying RP-HPLC, it was shown that theamount of acid soluble
β -lactoglobulin measured after heating for 10 minutes at 80◦C increased from 40 %(4.6 %
Lysmod) to 82 % (22.4 %). An increase in Lysmod leads to a slower denaturation-induced oli-
gomerisation, as shown by SDS-PAGE. Concomitant with an increase in Lysmod from 4.6 %
to 26.2 % the denaturation temperature increased from 79.5◦C up to 84◦C, as measured by
differential scanning calorimetry (DSC). Fluorescence spectroscopy proved a retarded un-
folding of the whey proteins dependent on the lysine modificat on.
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These results indicate that nonenzymatic glycosylation has a significant impact on the dena-
turation behavior of whey proteins. Generally speaking, glycation improves the heat stability
of whey proteins.
An increased surface activity caused by nonenzymatic glycosylation was observed by sur-
face tension measurements and the determination of critical mi elle concentrations (CMC),
indicating that emulsifying properties of whey proteins are improved due to reaction with
carbohydrates. The critical micelle concentration declins from 16.5 mg/l for 4.6 % Lysmod
to 12.1 mg/l for 16.7 % Lysmod with rising degree of lysine modification. CMC of the whey
proteins approaches the values measured for sodium caseinate (CMC: 10.5 mg/l), which is
known as a substantially better emulsifying agent comparedwith β -Lactoglobulin. Using
a turbidimetric technique, freshly prepared emulsions, consisting of oil and whey prote-
ins with varying modification of lysine, were examined. Turbidity measurements at 500 nm
clearly showed an increase of the emulsion activity (EA), ranging between 10 % and 27 %
both before and after heat denaturation of the glycosylatedwhey proteins depending on the
pH. The emulsion stability (ES) is likewise affected by nonenzymatic glycosylation and
is pH dependent. At a pH of 5.5, ES increased from 12.1 min (4.6% Lysmod) to 30.4 min
(16.7 % Lysmod). At a pH value of 7.4, the emulsions were more unstable with rising mo-
dification of the lysine residues. Light microscopy demonstrated that the glycated proteins
produced smaller emulsion droplets (expressed as diameterof fat globules) when compa-
red to unmodifiedβ -lactoglobulin. This observation is associated with glycation-induced
improvement of the emulsifying properties.
Following preparation of processed cheese were supplementd wi h whey proteins of va-
rying degree of glycation. It was shown by rheological investigations that the extent of lysine
modification of the whey proteins significantly influences the firmness of the final product.
Based on a Box-Behnken plan and an analysis of variance (ANOVA),the „softening“ ef-
fect of nonenzymatically glycosylated whey proteins was pronounced when a middle-aged
cheese was used, which was defined by the non protein nitrogen(NPN value). A processed
cheese, manufactured at 90◦C using middle-aged cheese (NPN: 2.3 mg/g) and whey protein
with 4.6 % Lysmod showed a firmness of 0.44 N as measured via texture analysis, whereas a
firmness of 0.25 N was measured when whey protein with 16.7 % Lysmod was added.
Processed cheese samples were analyzed using SEM (scanningelectron microscopy), TEM
(transmission electron microscopy) and light microscopy in order to determine the influence
of glycated whey proteins on the microstructure. Significant differences in the protein matrix
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resulting from the use of whey proteins with high or low degree of lactosylation were obser-
ved by SEM and TEM. With increasing lysine modification, the homogeneity of the protein
network was improved, which could be attributed to the improved emulsifying characteri-
stics of the whey proteins. In addition, a reduction of the fat globule size was observed, as
seen before in light microscopy.
Sensory analyses indicate a higher preference for productscontaining glycated whey
proteins. In model studies using selected flavour compounds(2,3-butandione, 2-hexanone,
δ -decalactone, dimethyl trisulfide, furaneol) in whey protein solutions, it was shown that
binding of flavour compounds to whey proteins is influenced bythe extent of lactosylati-
on. For 2,3-butandione, 2-hexanone,δ -decalactone and furaneol, significantly lower odor
threshold values could be determined for solutions containing whey proteins with high
degree of lysine modification (16.7 % Lysmod) compared to low modified proteins (4.6 %
Lysmod).
In conclusion, the outcome of the performed study regardingthe effects of raw materials
on the final product is of direct practical relevance. The manipulation in the degree of nonen-
zymatic glycosylation during food processing offers a highpotential for the food industry
in order to control the functional properties of food. The insights gained in this work may
offer possibilities to specifically functionalize whey proteins and/or select raw materials as
a basis for „tailor-made“ products with defined quality.
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